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Sladkorna bolezen tipa 2 je metabolična in vnetna bolezen, katere pojavnost v zadnjih letih 
izrazito narašča. Zanjo je poleg hiperglikemije značilen tudi pojav dislipidemije. Slednja v 
telesu povečuje vnetno stanje ter oksidativni stres. Na to kako buren bo vnetni odziv, vpliva 
tudi izražanje provnetnih genov, na katero pa vplivajo genetske spremembe v regulatornih 
ali kodirajočih področjih genov. Vnetje in oksidativni stres sta dejavnika, ki pospešujeta 
krajšanje telomerov, kompleksov deoksiribonukleinske kisline in proteinov, ki se nahajajo 
na koncih kromosomov ter so sestavljeni iz dolgih tandemskih ponovitev 
deoksiribonukleinske kisline. Njihova vloga je zaščita genoma pred poškodbami. 
Namen magistrskega dela je bil ugotoviti, ali je lipidni status povezan s pospešenim 
krajšanjem dolžine telomerov pri bolnikih s sladkorno boleznijo tipa 2 ter ali na dolžino 
telomerov pri teh bolnikih vpliva genetska variabilnost provnetnih genov IL6, TNF in IL1B. 
V raziskavo smo vključili 150 bolnikov starih med 41 in 75 let s sladkorno boleznijo tipa 2 
ter z zelo veliko srčno žilno ogroženostjo, ki je bila ocenjena glede na smernice Evropskega 
kardiološkega združenja za preventivo srčno-žilnih bolezni iz leta 2016 ter slovenske 
prilagoditve iz leta 2012. Bolnikom smo določili, ali imajo povišane/normalne vrednosti 
celokupnega holesterola, povišane/normalne vrednosti holesterola lipoproteinov nizke 
gostote ter triacilglicerolov in znižane/normalne vrednosti holesterola lipoproteinov visoke 
gostote. Za posameznega bolnika smo z modificirano Cawthonovo metodo verižne reakcije 
s polimerazo v realnem času določili relativne dolžine telomerov ter s kompetitivno alelno 
specifično verižno reakcijo s polimerazo določili polimorfizme genov IL1B (rs16944), IL6 
(rs1800795) in TNF (rs1800629). S statistično analizo podatkov nismo uspeli dokazati 
povezave med dolžino telomerov ter lipidnim statusom pri bolnikih s sladkorno boleznijo 
tipa 2. Analizo smo tudi prilagodili na starost, spol, zdravljenje s statini ter trajanje sladkorne 
bolezni, t. j. dejavniki, ki bi lahko dodatno vplivali na dolžino telomerov, vendar povezave 
tudi v tem primeru nismo odkrili. Z dolžino telomerov prav tako nismo povezali 
polimorfizmov provnetnih genov IL6, TNF in IL1B pri omenjenih bolnikih. Povezave ni bilo 
prisotne tudi po prilagoditvi na starost, spol, zdravljenje s statini ter prisotnost povišanih oz. 
normalnih vrednosti celokupnega holesterola. Za dokončno pojasnitev zastavljenega 
raziskovalnega problema bi bile potrebne nadaljnje raziskave, predvsem na večjem številu 
bolnikov. 
ii 
Ključne besede: sladkorna bolezen tipa 2, dolžina telomerov, dislipidemija, vnetje, 
polimorfizmi provnetnih genov   
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ABSTRACT 
Type 2 diabetes is an inflammatory and metabolic disease, with significant increase in 
incidence over the past years. Besides hyperglycemia, type 2 diabetes is also characterised 
with dyslipidemia, which increases inflammatory state and oxidative stress of the body. 
Inflammatory response is dependent on expression of proinflammatory genes, while their 
expression is influenced by genetic changes in regulatory and coding parts of genes. 
Inflammation and oxidative stress are two factors, associated with accelerated shortening of 
telomeres. Telomeres are deoxyribonucleic acid–protein complexes located at the end of 
chromosomes with typical long tandem repeats of deoxyribonucleic acid. Their primal role 
is protection of the genome from deoxyribonucleic acid damage. 
The goal of this master’s thesis was evaluation of the association of lipid state and 
accelerated shortening of telomere length of type 2 diabetes patients and evaluation of 
association of telomere length and genetic variability of inflammatory genes IL6, TNF, IL1B 
in these patients. We included 150 patients aged between 41 and 75 with type 2 diabetes and 
very high cardiovascular risk, as evaluated according to the 2016 European Society of 
Cardiology Guidelines on cardiovascular disease prevention and 2012 Slovenian 
adjustments. We determined, whether patients have elevated/normal levels of total 
cholesterol, elevated/normal levels of low-density lipoprotein cholesterol and 
triacylglycerols or decreased/normal levels of high-density lipoprotein cholesterol. For each 
patient, we had used modified Cawthon real-time polymerase chain reaction method to 
determine relative telomere length and competitive specific allele polymerase chain reaction, 
to determine gene polymorphism variants IL1B (rs16944), IL6 (rs1800795) and TNF 
(rs1800629). Using statistical analysis, we could not have proven the association between 
telomere length and lipid state of type 2 diabetes patients. We have adjusted the analysis 
regarding age, sex, statin treatment and the duration of diabetes, e.g. factors, that could 
additionally influence telomere length, but found no association. In our cohort of patients, 
the telomere length was not associated with polymorphisms of inflammatory genes IL6, TNF 
and IL1B. There was no association even after adjustment of age, sex, statin treatment and 
having elevated/normal values of total cholesterol. To get final elucidation of the scientific 
questions posted in this study, further research is required, preferably on larger group of 
patients. 
iv 
Keywords: type 2 diabetes, telomere length, dyslipidemia, inflammation, polymorphisms of 
proinflammatory genes  
v 
SEZNAM OKRAJŠAV 
AGE – napredni končni produkti glikacije 
Apo – apolipoprotein 
CRP – C-reaktivni protein 
Ct – kvantifikacijski cikel 
DT – dolžina telomerov 
DNA – deoksiribonukleinska kislina 
dNTP – deoksiribonukleotid trifosfat 
dUTP – deoksiuridin trifosfat 
ER – endoplazmatski retikulum 
FFA – proste maščobne kisline (ang. Free fatty acids) 
HDL – lipoproteini visoke gostote 
IDF – Mednarodna diabetična zveza (ang. International Diabetes Federation) 
IKK – kinaza IκB 
IL – interlevkin 
JNK – terminalna kinaza c-Jun N 
KASP – kompetitivni alelno specifični PCR 
LDL – lipoproteini nizke gostote 
LPL – lipoproteinska lipaza 
LPS – lipopolisaharidi 
NADPH – nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NF-κB – jedrni faktor kapa B 
NLRP3 – družina NOD-u podobnih receptorjev, ki vključujejo pirinsko domeno 3 (ang. 
NOD-like receptor family, the pyrin domain dontaining 3) 
vi 
PCR – verižna reakcija s polimerazo 
RNS – reaktivne dušikove zvrsti 
ROS – reaktivne kisikove zvrsti 
qPCR – verižna reakcija s polimerazo v realnem času 
S – signal posamezne kopije referenčnega gena 
SB – sladkorna bolezen 
SB2 – sladkorna bolezen tipa 2 
SD – standardna deviacija 
SNP – polimorfizem posameznega nukleotida 
SŽO – srčno-žilna ogroženost 
TBE – tris/borat/EDTA 
TCG – triacilgliceroli 
T – signal telomera 
TLR receptor – Toll-u podoben receptor (ang. Toll-like receptor) 
TNF – tumorje nekrotizirajoči faktor 
VLDL – lipoproteini zelo nizke gostote 
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1 UVOD 
1.1 SLADKORNA BOLEZEN  
Sladkorna bolezen (SB) je skupina presnovnih motenj, ki jih združuje hiperglikemija. Ta se 
pojavi zaradi zmanjšanega izločanja inzulina, njegovega pomanjkljivega delovanja ali 
obojega (1). Leta 2019 je imelo glede na podatke Mednarodne diabetične zveze (IDF) 
diagnosticirano SB približno 463 milijonov odraslih ljudi, starih 20-79 let. Do leta 2045 pa 
se pričakuje povečanje števila obolelih na 700 milijonov (2). Glavna dejavnika, ki 
pripomoreta k temu, sta debelost ter nezdrav življenjski slog (3). 
SB so po Smernicah Ameriškega združenja za SB razdelili v štiri glavne kategorije: SB tip 
1, SB tip 2 (SB2), nosečnostna SB in specifične vrste SB zaradi drugih vzrokov (4). 
1.1.1 Sladkorna bolezen tipa 2 
SB2 je najbolj pogosta oblika SB, saj predstavlja 90–95 % vseh primerov bolnikov (4,5). V 
preteklosti so jo povezali s povečano pojavnostjo pri starejših ljudeh (6), vendar se vse 
pogosteje pojavlja tudi pri otrocih (4). Bolezen je povezana predvsem s prekomerno telesno 
težo, debelostjo (4) ter telesno neaktivnostjo (6). Zmanjšano izločanje inzulina pri SB2 je 
povezano s kroničnim vnetjem, metaboličnim stresom in vplivom genetskih dejavnikov (4). 
Na vpliv dedovanja pri SB2 kažeta visoka genetska skladnost pri enojajčnih dvojčkih (96 
%) in splošna ocena heritabilnosti (0,49). S SB2 so povezali preko 200 genetskih lokusov, 
ki so večinoma vključeni v izločanje, privzem, uravnavanje, delovanje inzulina, 
metabolizem glukoze, lipidov in proteinov, funkcijo mitohondrijev in vnetne poti (7). 
Bolniki s SB2 imajo dva do trikrat povečano tveganje za razvoj srčno-žilnih bolezni (5,8). 
Povišana raven glukoze namreč vodi v neencimske reakcije glikacije, pri katerih nastajajo 
napredni končni produkti glikacije (AGE), ter v nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS). 
Ob tem prihaja do spreminjanja funkcije molekul ter poškodb celic (9), kar pripomore k 
nastanku mikrovaskularnih (nevropatija, nefropatija in retinopatija) in makrovaskularnih 
(koronarna, cerebralna in periferna arterijska bolezen) poznih zapletov SB (10). Poleg 
hiperglikemije na pojav slednjih vplivajo tudi hipertenzija, hiperlipidemija in genetski 
dejavniki (1). Zaradi vseh teh dejavnikov in želje po preprečitvi poznih zapletov pri 
zdravljenju bolnikov s SB2 stremimo k normaliziranju koncentracije glukoze v krvi, 
lipidnega profila ter krvnega pritiska (8,10).  
2 
1.1.1.1 Propad β-celic in odpornost na inzulin 
V predkliničnem obdobju SB2 se zaradi inzulinske odpornosti tkiv pojavi hiperplazija β-
celic in hiperinzulinemija (povečano izločanje inzulina). β-celice začnejo propadati in ne 
morejo več nadomestiti odpornosti na inzulin, zato pride do relativnega pomanjkanja 
inzulina in razvoja SB2 (6,11). Na propadanje β-celic vpliva več dejavnikov: genetske 
nepravilnosti, staranje, odpornost oz. pomanjkanje hormonov inkretinov, glukotoksičnost 
(kronična izpostavljenost glukozi), lipotoksičnost (kronična izpostavljenost prostim 
maščobnim kislinam – FFA), prekomerno izločanje amiloidnega polipeptida, oksidativni 
stres in aktivacija vnetnih poti (10). 
Odpornost na inzulin je prisotna v mišicah, jetrih in maščobnem tkivu (10). Glavni razlogi 
zanjo so oksidativni stres, stres endoplazmatskega retikuluma (ER), ektopično odlaganje 
lipidov v mišicah, jetrih in trebušni slinavki ter lipotoksičnost in glukotoksičnost. Vsak od 
teh procesov lahko sproži vnetni odziv ali pa ga vnetje poslabša. Zgoraj omenjeno je lahko 
tudi posledica prekomernega prehranjevanja (6). 
1.1.1.2 Dislipidemija pri sladkorni bolezni tipa 2 
Bolniki s SB imajo pogosto pridružene bolezni. Največkrat so to debelost, arterijska 
hipertenzija in dislipidemija (1,12,13). Za slednjo so značilni povišana koncentracija 
triacilglicerolov (TCG) na tešče in po obrokih, zvišane koncentracije apolipoproteina B 
(apoB), znižana koncentracija holesterola z lipoproteini visoke gostote (HDL) in 
apolipoproteina A (apoA) ter prisotnost malih gostih delcev lipoproteinov z nizko gostoto 
(LDL) (1). 
Hipertrigliceridemija je povezana s povečano sintezo TCG in lipopoproteinov z zelo nizko 
gostoto (VLDL), s tvorbo apoB-100 v jetrih, s povečanim delovanjem jetrne triacilglicerol 
lipaze, povečano lipolizo v maščobnem tkivu, ki povečuje prenos FFA v jetra, zmanjšano 
aktivnostjo lipoproteinske lipaze (LPL) in s tem zmanjšanim očistkom TCG (14,15). Na 
povišano koncentracijo TCG pa ne vpliva le odpornost na inzulin, temveč tudi znižane 
koncentracije adiponektina v obtoku (14). 
Odpornost na inzulin zmanjšuje koncentracijo HDL holesterola s povečanjem izmenjave 
TCG iz hilomikronov in VLDL za holesterolne estre v HDL s pomočjo prenosnega proteina 
za holesterolni ester (CETP) (14,15), čemur sledi povečano delovanje jetrne lipaze in 
izločanje skozi ledvica (15). Poleg tega odpornost na inzulin povečuje aktivnost jetrne 
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triacilglicerol lipaze in s tem povečuje očistek HDL holesterola (14). Od inzulina je odvisna 
tudi tvorba glavnega apolipoproteina v HDL delcih, t. j. apo-AI (14,16). HDL delcev pri SB2 
ni le manj, ampak so tudi disfunkcionalni, kar vpliva na zmanjšanje povratnega transporta 
holesterola ter njihovega antioksidativnega in protivnetnega delovanja (15). 
Odpornost na inzulin vpliva tudi na metabolizem LDL, in sicer zmanjšuje aktivnost LDL 
receptorjev ter pripomore k nastanku malih gostih LDL delcev (14). Slednji nastajajo zaradi 
povečanega delovanja prenosnega proteina za holesterolni ester, ki izmenjuje TCG iz 
lipoproteinov bogatih s TCG s holesterolom iz LDL delcev. Ti delci postanejo tako bolj 
dovzetni za lipolizo z jetrno lipazo, s tem pa prihaja do manjšanja LDL delcev (15,17). LDL 
holesterol se lahko v krvi kopiči zaradi manjše koncentracije HDL holesterola, ki zaradi tega 
ne more v dovoljšni meri odstranjevati LDL holesterola iz krvi (1). 
Zgoraj predstavljena aterogena dislipidemija je povezana z razvojem in napredovanjem 
aterosklerotične srčno-žilne bolezni (15). Gre za bolezen, kjer vnetje, skupaj z oksidativnim 
stresom, prizadene stene arterij. SB, povišano razmerje LDL/HDL (povišana raven 
holesterola v krvi), kajenje, starost in povišan arterijski tlak lahko v stenah arterij sprožijo 
vnetje (18). Pri nastanku ateroskleroze so glavni LDL delci (19), predvsem mali gosti LDL 
delci (13,15). Zanje je značilno, da prodirajo skozi arterijske endotelne celice v območjih 
turbulentnega pretoka v subendotelni prostor (19). Ker se pri SB povečano tvorijo ROS, 
prihaja do povečane oksidacije LDL delcev (20) in s tem njihove spremembe. Takšne 
spremenjene delce LDL prepoznajo in prevzamejo čistilni receptorji na makrofagih, ki 
nimajo negativne povratne zanke, da bi v primeru prekomernega kopičenja holesterola v 
celicah, prenehali z delovanjem. Tako prihaja do obsežnega kopičenja holesterolnih estrov 
v makrofagih in do nastanka penastih celic (19). Nastanek penaste celice je prikazan na sliki 
1Slika 1. Oksidirane LDL prevzamejo Tollu-u podobni receptorji (TLR) na makrofagih, 
temu sledi tvorba kostimulatornih molekul, potrebnih za aktivacijo drugih imunskih celic. 
Sproži se proizvodnja ROS in reaktivnih dušikovih zvrsti (RNS), proteaz, eikonazoidov, 
citokinov (npr. IL-1, IL-6 in TNF) in kemokinov. Tako pride do privabljanja novih 
monocitov in celic gladkih mišic iz medije (19) v intimo, kjer se razmnožijo in tvorijo 
medceličnino. Pri tem privzemajo oksidiran LDL holesterol ter se pretvarjajo v penaste 
celice, medceličnina pa se širi, debeli intimo in povzroča njeno sklerozo (13). 
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Slika 1: Nastanek penaste celice. (Povzeto po (20,21)) 
Za preprečevanje ateroskleroze se pri sicer zdravih osebah poslužujejo pravila 5-3-2-1. 
Ciljne vrednosti pri tem so za celokupni holesterol pod 5 mmol/l, holesterol LDL pod 3 
mmol/l, TCG pod 2 mmol/l ter holesterol HDL nad 1 mmol/l. Izven teh vrednosti se namreč 
začne povečevati tveganje za pojav srčno-žilnih bolezni. Pri osebah s SB2, ki imajo visoko 
stopnjo ogroženosti za pojav srčno-žilnih obolenj so predpisane strožje ciljne vrednosti. 
Uravnavanje lipidnega statusa dosežemo s spremembo življenjskega sloga ter z zdravljenjem 
z lipolitiki. Pri SB je primarni cilj zdravljenja znižanje koncentracije LDL holesterola, 
sekundarni pa znižanje ne-HDL holesterola. Ne-HDL holesterol predstavlja vse delce v krvi, 
ki vsebujejo apoB, ter ga izračunamo tako, da koncentraciji celokupnega holesterola 
odštejemo koncentracijo HDL holesterola (1). 
1.1.1.3 Sladkorna bolezen tipa 2 kot vnetna bolezen 
SB2 ni le metabolična, ampak tudi vnetna bolezen (11), kar kažejo povišane koncentracije 
proteinov akutne faze (C-reaktivni protein (CRP), fibrinogen, haptoglobin, serumski amiloid 
A, inhibitor plazminogenskega aktivatorja), sialične kisline, citokinov in kemokinov v 
obtoku. Za nekatere izmed njih, npr. interlevkin (IL)-1β, IL-6 in CRP (njegovo tvorbo v 
jetrih sproži IL-6), so ugotovili, da so povišani že pred postavitvijo diagnoze SB2. Njihova 
prisotnost namreč povečuje tveganje za razvoj bolezni (6,22,23). Glavno mesto vnetja pri 
SB2 je maščobno tkivo. Maščobne celice skladiščijo višek hranil ter z večanjem debelosti 
postajajo hipertrofične (11). Ob tem pa se zaradi različnih dejavnikov, kot so FFA, holesterol 
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ali lipopolisaharidi (LPS) (24), v maščobnem tkivu prične povečevati število makrofagov 
(6,24). Serumske koncentracije LPS se pri debelosti povišajo, vežejo ter aktivirajo TLR 4, s 
čimer pride do aktivacije makrofaga, ki začne izločati citokine in kemokine, kar privabi še 
več monocitov in ostale levkocite v maščobno tkivo (24). Makrofagi se pri kopičenju v tkivo 
tudi spreminjajo, in sicer prehajajo iz protivnetnega fenotipa »M2« v provnetni fenotip »M1« 
(6,11). »M1« fenotip začne izražati sprožilno sintazo dušikovega oksida (6), izločati IL-1, 
IL-6, IL-12, IL-23 ter TNF-α in s povečanim izločanjem provnetnih citokinov prispeva k 
odpornosti na inzulin (24). Povečanje števila provnetnih makrofagov v jetrih, maščobnem 
tkivu in mišicah namreč neposredno zavre delovanje inzulina ter s tem spodbudi nastajanje 
hiperglikemije (11). Poleg makrofagov se v maščobnem tkivu povečuje tudi število celic T. 
Celice T CD8+ in Th1 prispevajo k odpornosti na inzulin, medtem ko celice Treg in Th2 
temu nasprotujejo (6). 
Provnetni odziv sprožijo dogodki, kot so: povečanje aktivnosti jedrnega faktorja kapa B (NF-
κB) in terminalne kinaze c-Jun N (JNK) v hipertrofiranih maščobnih celicah, hipoksija v 
maščobnem tkivu, stres ER, aktivacija TLR s presežkom FFA ali povečan transport, 
uravnavan s hilomikroni, iz lumna črevesja v obtok pri dieti bogati z lipidi. FFA ter AGE 
(6,11) delujejo preko specifičnih receptorjev na celični površini, kot so TLR in receptorji za 
AGE ter aktivirajo znotrajcelične poti, ki se stekajo v glavnem v signalni poti kinaze IκB 
(IKK) in JNK (6,25). Prav tako ju lahko aktivirajo tudi citokini (TNF, IL-1β) (6,11) in ROS 
(25,26). Pri SB imata ta procesa pomembno vlogo, saj vplivata na razvoj odpornosti na 
inzulin (11,25). IKK aktivira jedrni faktor κB (NF-κB), kar sproži izražanje tarčnih genov 
NF-κB v jetrih in maščobnem tkivu (npr. provnetnih citokinov: TNF, IL-6 in IL-1β). Nastali 
citokini spodbudijo odpornost na inzulin v tkivih, kjer so nastali, ali pa potujejo po krvnem 
obtoku ter vplivajo na druga mesta v telesu (npr. mišice) (6).  
1.1.1.4 Vnetje in oksidativni stres 
Vnetje predstavlja obrambni imunski odziv gostitelja pred tujim patogenom (27) ter je lahko 
akutno ali kronično. Pri akutnem vnetju delujejo monociti in nevtrofilci. Slednji aktivirajo 
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaze, ki spodbudijo začetek tvorbe 
superoksidnega radikala. Tega pa superoksid dismutaza pretvori v vodikov peroksid. Del 
tega pa se s pomočjo mieloperoksidaze preoblikuje v hipoklorit. Tako hipoklorit kot vodikov 
peroksid preprečujeta razrast mikroorganizmov. Ob vnetju se aktivira tudi sprožilna sintaza 
dušikovega oksida, s čimer nastaja dušikov oksid, ki medsebojno deluje s superoksidnim 
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radikalom. Nastaja peroksinitrit. Akutno vnetje je koristno, medtem ko pri kroničnem 
nastajajo velike količine ROS in RNS (18). Povišana tvorba reaktivnih zvrsti in pomanjkanje 
antioksidantov vodijo v oksidativni stres (28). Tako prihaja do povečane oksidacije celičnih 
sestavin, (18) do spreminjanja proteinov, lipidov in kisikovih zvrsti (27). Poleg tega ROS 
deluje na signalne poti tako, da podaljšuje trajanje vnetja ter povzroča apoptozo celic. Tako 
ROS kot RNS lahko aktivirata prepisovalne dejavnike, kot je NF-κβ. S tem se aktivira 
izražanje preko 500 genov, med drugim tudi geni za regulatorje celičnega cikla, vnetne 
kemokine, citokine in gene za protivnetne snovi. Zaradi stalnega oksidativnega stresa pri 
kroničnem vnetju se izražanje genov vzdržuje (18). 
1.2 PROVNETNI GENI IN NJIHOVI IZBRANI POLIMORFIZMI 
1.2.1 Polimorfizem rs16944 gena IL1B  
IL-1β sodi v družino citokinov IL-1 (29) (IL-1α, IL-1β in protivnetni dejavnik IL-1 receptor 
antagonist) (30) in ga proizvajajo aktivirani makrofagi (31,32). IL-1β vpliva na homeostazo 
glukoze. Po obroku se poleg koncentracije glukoze in inzulina akutno poveča tudi število 
intraperitonealnih makrofagov, ki sproščajo IL-1β. Slednji spodbuja izločanje inzulina, na 
drugi strani pa inzulin preko metabolizma glukoze in tvorbe ROS v mitohondrijih spodbuja 
sproščanje IL-1β iz makrofagov preko inflamasoma družine NOD-u podobnih receptorjev, 
ki vključujejo pirinsko domeno 3 (NLRP3) (38). Dlje časa trajajoča izpostavljenost IL-1β 
spodbuja odpornost na inzulin ter spreminja vsebnost lipidov pri gojenih maščobnih celicah 
ter zavira tvorbo adiponektina (39). 
Gen IL1B, ki kodira citokin IL-1β, je skupaj z ostalimi osmimi geni družine IL-1 povezan v 
citokinsko gručo genov na kromosomu 2 ter se nahaja na lokaciji 2q14.1 (29). V 
promotorskem področju tega gena (33,30) pa se nahaja polimorfizem posameznega 
nukleotida (SNP) rs16944 (IL-1β -511T>C). Referenčno zaporedje za spremembo SNP je 
NG_008851.1:g.4490T>C (34). Alela, ki se tu pojavljata sta G in A. Pogostost teh alelov v 
svetovni populaciji je: G = 0,5819 in A = 0,4181 (34,35). Sprememba v nukleotidu naj bi 
imela vpliv na izražanje proteina IL-1β. Pri SB2 ima najvišji nivo IL-1β genskega prepisa 
genotip GG v primerjavi z genotipoma GA in AA. Prisotnost alela G tvori vezavno mesto 
za prepisovalni dejavnik MAF. Protein, ki se pri tem kodira, prispeva tudi k povečanemu 
izražanju celic T in provnetnih citokinov. Genotip GG so poleg povečanega tveganja za 
razvoj SB2 povezali še s povečanim tveganjem za razvoj sledečih bolezni: nefropatije pri 
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SB, revmatoidnega artritisa, ulceroznega kolitisa in miokardnega infarkta (30) ter tveganjem 
za razvoj mentalnih bolezni (33). 
1.2.2 Polimorfizem rs1800795 gena IL6  
IL-6 je citokin, ki ga izločajo imunske celice, maščobno tkivo in mišice (36). Povišane 
koncentracije IL-6 v obtoku predstavljajo večje tveganje za razvoj SB2 (36,37), vendar so v 
raziskavah odkrili nasprotujoče si lastnosti IL-6. IL-6 naj bi namreč poleg razvoja vnetja, 
odpornosti na inzulin in β-celične disfunkcije izkazoval tudi protivnetno vlogo ter 
izboljševal metabolizem glukoze (37), kar kaže na pleiotropno naravo IL-6 (37,38). Biološke 
učinke namreč uravnavata dve poti, in sicer klasična in trans-signalna pot. Klasična pot je 
vključena v protivnetne in regenerativne aktivnosti IL-6 ter ima najverjetneje pozitiven 
učinek na metabolizem glukoze, med tem ko je trans-signaliziranje IL-6 povezano s 
provnetnimi odzivi. Trans-signalna pot je vključena v povečevanje števila makrofagov v 
maščobnem tkivu debelih oseb ter vpliva na gladke mišice žilja in endotelne celice. Slednje 
prispeva k razvoju ateroskleroze in makrovaskularnih zapletov pri bolnikih s SB2 (37). 
Protein IL6 kodira gen IL6, ki se nahaja na kromosomu 7. V promotorju tega gena pa se 
nahaja SNP rs1800795 (39,40), ki uravnava prepisovanje kot odziv na vnetni dražljaj, kot 
sta LPS ali IL-1 (36). Referenčno zaporedje za spremembo SNP je 
NG_011640.1:g.4880C>G (40). Alela, ki se tu pojavljata sta G in C (39,40) Pogostost teh 
alelov v svetovni populaciji je: G = 0,6830 in C = 0,3170 (40,41). V nekaterih raziskavah so 
pokazali, da je alel C povezan z nižjimi vrednostmi IL-6 kot alel G (39). Raziskave kažejo 
različne povezave med SNP IL-6 in tveganjem za razvoj SB2. Z eno novejših meta analiz 
(42) so pokazali, da je ta SNP povezan z manjšim tveganjem za razvoj SB2 (42). 
Polimorfizem IL-6-174G>C so v nekaterih raziskavah povezali tudi z debelostjo, 
odpornostjo na inzulin in metaboličnim sindromom. Pri drugih statistično značilne povezave 
med debelostjo in SNP niso opazili (43). 
1.2.3 Polimorfizem rs1800629 gena TNF 
TNF-α je citokin, ki ga večinoma izločajo makrofagi ob vnetju (44). Citokin lahko z vezavo 
na specifične receptorje povzroči dva celična odziva, in sicer sprožitev celične smrti preko 
apoptoze in aktivacija prepisovanja genov za celično preživetje. Aktivacija TNF-α povečuje 
izražanje vnetnih genov (44). Ravno zaradi vpliva na vnetje in apoptozo TNF-α sodeluje pri 
poškodbi β-celic otočkov trebušne slinavke in s tem pripomore k odpornosti na inzulin 
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(36,44). Poleg tega naj bi zaviral delovanje LPL (povečana lipoliza) (44) in signaliziranje 
inzulina ter poslabševal njegovo izločanje (36). 
Protein TNF-α kodira gen TNF, ki se nahaja na kromosomu 6 (45), znotraj regije HLA III 
ter je vključen v vnetne odzive (46). V promotorju gena TNF se nahaja polimorfizem 
rs1800629 (45). Referenčno zaporedje zanj je NG_007462.1:g.4682G>A (47). Alela, ki se 
tu pojavljata sta G in A (45,47). Alel A je manj pogost ter je povezan s povečanim izražanjem 
TNF (45). Pogostost alelov v svetovni populaciji je: G = 0,8532 in A = 0,1468 (47,48). Pri 
alelu A so ugotovili povečan nastajanje TNF-α proteina. S polimorfizmom rs1800629 so 
povezali razvoj vnetja in povečano tveganje za srčno-žilna obolenja, občutljivost na inzulin 
in povečano tvorbo leptina. Po drugi strani v velikih kohortnih raziskavah niso dokazali 
povezave med tem polimorfizmom in odpornostjo na inzulin ali debelostjo (49). Celo 
obratno, osebe z genotipom GG naj bi imele povečano tveganje za razvoj metaboličnega 
sindroma v primerjavi z nosilci alela A (50). 
1.2.4 Genotipizacija SNP: Kompetitivna alelno specifična verižna reakcija s polimerazo  
Prisotnost posameznih SNP lahko določamo z genotipizacijo. Ena takšnih metod je 
kompetitivna alelno specifična verižna reakcija s polimerazo (KASP metoda). Ta vključuje 
dva alelno specifična oligonukleotidna začetnika (vsakega za svoj SNP alel) z edinstvenim 
končnim zaporedjem na 5' koncu, en skupni reverzni oligonukleotidni začetnik, dva 5' 
oligonukleotida, ki sta označena vsak s svojim fluorescenčnim barvilom in medsebojno 
delujeta s končnim zaporedjem alelno specifičnih oligonukleotidnih začetnikov, dva 
oligonukleotida z dušilcem na 3' koncu (komplementarna oligonukleotidom, označenim s 
fluorescenčnim barvilom). V začetnih fazah verižne reakcije s polimerazo (PCR) se alelno 
specifični oligonukleotidni začetnik veže na komplementarno regijo neposredno navzgor od 
SNP. Veže se tudi reverzni oligonukleotidni začetnik. Tako se lahko pomnoževanje 
nadaljuje. Med to fazo ostanejo oligonukleotidi, označeni s fluoroforom, vezani na njihov 
komplementarni oligonukleotid z dušilcem, zato do fluorescenčnega signala ne pride. Z 
nadaljevanjem PCR reakcije se eden od oligonukleotidov, označenih s fluoroforom, vgradi 
v matrico, oligonukleotid z dušilcem pa se ob tem sprosti. Tako pride do fluorescenčnega 
signala. Če je oseba homozigot za posamezen SNP, prihaja do fluorescenčnega signala 
specifičnega za fluorofor tega alela, pri heterozigotu pa zaznamo kombinacijo signala 
fluoroforov obeh alelov (51). 
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1.3 TELOMERI 
Telomeri so specifični deoksiribonukleinski (DNA)-proteinski kompleksi, ki se nahajajo na 
koncih kromosoma (52) ter so sestavljeni iz tandemskih ponovitev dvojnih verig DNA (53). 
Pri sesalcih je to heksamerna ponovitev »TTAGGG« (52), ki se zaključi na 3' mestu s 50 do 
400 nukleotidov dolgim previsom enoverižne DNA (53). Vloga telomerov je, da varujejo 
genom pred razgradnjo nukleinskih kislin, popravljanjem, nepotrebno rekombinacijo, ter 
inter-kromosomsko fuzijo (52). 
 
Slika 2: Nastanek T-zanke  (Povzeto po (54)). 
Zaporedja telomerne DNA so povezana s proteinskim kompleksom, imenovanim šelterin 
(55). Njegova vloga je tvorba T-zanke (prikazana na sliki 2) in s tem zaščita telomerne DNA 
pred poškodbami (55) ter  ohranjanje DT. Vsaka sprememba izražanja proteinov namreč 
lahko pospeši krajšanje ali povzroči disfunkcijo (5). Normalno se z vsako celično delitvijo 
del DT DNA skrajša. Tako se letno pri človeku DT normalno skrajša za 24,8 do 27,7 baznih 
parov (52). Do tega prihaja, ker DNA-polimeraza ne more delovati na 3' koncih enoverižne 
DNA (56) in tako pri podvojevanju kromosomske DNA ne pride do popolnega kopiranja 
DNA zaporedja na koncih linearnega kromosoma (57). Poleg tega je za ohranjanje DT 
potreben ribonukleoproteinski encim, telomeraza, katerega izražanje pa je pri večini 
človeških somatskih celic prenizko za vzdrževanje DT (57). Krajšanje DT lahko doseže 
kritično mejo, ko konci kromosomov postanejo nezaščiteni in so zato prepoznani kot dvojni 
prelom, kar vodi celico v mirovanje in senescenco podvojevanja (58). S krajšimi telomeri so 
povezali povečano tveganje za razvoj bolezni, povezanih s starostjo (npr. SB2) (57), na kar 
lahko vpliva omejeno razmnoževanje celic in degradacija tkiv (59).  
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1.3.1 Telomeri pri sladkorni bolezni 
Pri več meta analizah so pokazali, da imajo bolniki s SB krajše telomere v primerjavi z 
zdravimi osebami (60,61), pri čemer imajo osebe s SB2, v primerjavi z zdravo populacijo, 
krajše telomere kot osebe s SB tipa 1 (60). Pospešeno krajšanje telomerov so pri moških 
povezali tudi s trajanjem SB2 (57,62). Zaradi hiperglikemije in hiperinzulinemije pri SB 
prihaja do povečane tvorbe ROS, ki predstavlja osnovni mehanizem krajšanja telomerov. 
Aktivirajo se poti, ki so vključene v povečanje oksidativnega stresa, kot je poliolna pot, 
proteinska kinaza C ter povečana tvorba AGE (57). Mehanizmi, ki so povezani s staranjem 
ter krajšanjem DT, so tudi zmanjšana količina dušikovega oksida ter zmanjšana aktivnost 
telomerazne reverzne transkriptaze (5,59). Tako po eni strani SB vpliva na DT, vendar velja 
tudi obratno. Osebe s krajšimi telomeri imajo povečano verjetnost razvoja SB kasneje v 
življenju. Krajšanje telomerov povečuje tveganje za poškodbo β-celic in apoptozo, kar 
zmanjšuje funkcijo celic otočkov ter vodi v pojav SB2 (60). Krajšanje telomerov namreč 
zmanjšuje tvorbo mitohondrijskega ATP in vpliva na uravnavanje kalcija. Tako je 
sproščanje inzulina, kljub nepoškodovanim β-celicam, ovirano. Poleg tega v celično 
apoptozo in okvaro β-celic vodita tudi ER stres in zmanjšana aktivnost telomeraze (7). K 
krajšanju pripomore tudi povišan indeks telesne mase, ki je povezan s povečanim 
oksidativnim stresom in stresom ER (60), ter prisotnost zapletov pri SB2 (63).  
1.3.2 Povezava vnetja in oksidativnega stresa z dolžino telomerov 
Vnetje in oksidativni stres lahko pospešita krajšanje telomerov (64), kar vnetni odziv 
povzroči s povečanim podvojevanjem hematopoetskih matičnih in predniških celic (65). 
Kronično sistemsko vnetje poveča obnavljanje belih krvnih celic, s čimer se aktivira delitev 
krvotvornih matičnih celic. Tako pride do povečanega celičnega podvojevanja in posledično 
do krajših telomerov (66). Poleg tega kronično vnetje pospešuje sproščanje ROS iz 
mitohondrijev (67), ob vnetju nastali citokini pa aktivirajo NADPH oksidazo ter NF-κβ in s 
tem nastanek ROS. Zaradi reaktivnosti radikalov prihaja do poškodb DNA (28). Na 
telomernih ponovitvah so na hidroksilni radikal zelo občutljivi predvsem tripleti G, kar 
pospešuje krajšanje telomerov pri replikaciji matičnih/predniških celic (65). ROS lahko 
povzročijo dvojne prelome in kemijske spremembe na telomernih zaporedjih DNA, npr. 
spremembe purinov in pirimidinov v telomernih ponovitvah. Takšne spremembe lahko 
zmanjšajo interakcije med proteinoma TRF1 in TRF2 in telomeri, s čimer lahko zanka 
postane nestabilna. Tako pride do erozije telomera, kromosomske fuzije, disregulacije 
genskega izražanja in motnje celične funkcije (67).  
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Celice, ki prestanejo senescenco, so povezane s povečanim delovanjem NF-κβ in 
prekomernim izločanjem vnetnih citokinov (TNF-α, IL-6 in interferon γ) v makrofagih. 
Senescenčne celice prenehajo s proliferacijo, a so vseeno metabolno aktivne. Imajo 
spremenjen fenotip izločanja, ki ga imenujemo s senescenco povezani sekretorni fenotip. 
Tako med procesom staranja prihaja do povečane tvorbe vnetnih citokinov in najverjetneje 
s tem povezanim kroničnim vnetjem (64). 
1.3.3 Določanje dolžin telomerov 
DT lahko določamo z različnimi metodami, kot so verižna reakcija s polimerazo v realnem 
času (qPCR), analiza restrikcijskih fragmentov po prenosu po Southernu (»zlati standard«), 
kvantitativna fluorescenčna in situ hibridizacija, metoda določanja dolžine posameznega 
telomera in metoda najkrajše DT (54). 
Z metodo qPCR pomnožujemo željeno zaporedje DNA z uporabo oligonukleotidnih 
začetnikov, pri čemer se količina produkta PCR z vsakim ciklom podvoji. Količino DNA 
ugotavljamo s pomočjo fluorofora ali s sondo s fluoroforom, katerega signal se meri po 
vsakem ciklu (68). Merimo signal telomerov (T) in signal posamezne kopije referenčnega 
gena (S). Preračunati moramo razmerje T/S. Razmerje je sorazmerno povprečni DT in ga 
uporabljamo kot relativno DT. Pri uporabi te metode lahko pride do velike variabilnosti 
znotraj enega vzorca in med vzorci. Metoda ne zahteva veliko začetne DNA (pribl. 50 ng) 
(54). Razvili so tudi različice te metode, kot sta monokromatski multipleks PCR ter 
kvantifikacija absolutne DT (68). 
V naši raziskavi bomo uporabili modificirano Cawthonovo monokromatsko multipleks 
metodo PCR. Pri tej metodi kot referenčni gen uporabimo gen za albumin in meritve signala 
T in S opravimo v isti jamici pri določenem vzorcu (ne potrebujemo ločene analize). Na ta 
način zmanjšamo vpliv odstopanj pri pipetiranju, povečamo zmogljivost metode ter 
zmanjšamo stroške dela. Potrebujemo le eno fluorescenčno barvilo, ki interkalira DNA. 
Signala T in S sta na grafu talilne krivulje namreč jasno ločena. Signal T merimo pri nižjih 
ciklih in nižji temperaturi (74 °C) kot signal S. Signal S se pojavi šele pri višjih temperaturah 
(88 °C), ko se telomerov produkt že popolnoma razklene in ni več signala T. Da to jasno 
ločbo signala dosežemo morajo biti oligonukleotidni začetniki za gen za albumin narejeni 
tako, da imajo višjo temperaturo taljenja kot oligonukleotidni začetniki za telomere. Poleg 
tega se morata razlikovati v številu kopij. Matrica telomera mora imeti večje število kopij 
kot albuminska matrica, ki se pomnožuje v kasnejših ciklih (69).  
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2 NAMEN DELA 
Za sladkorno bolezen tipa 2 je poleg povečanega oksidativnega stresa zaradi hiperglikemije 
značilna prisotnost kroničnega vnetja, ki lahko nastaja zaradi debelosti, povečanega vnosa 
maščob, naprednih končnih produkov glikacije, reaktivnih kisikovih zvrsti ... Sladkorni 
bolezni tipa 2 je zaradi odpornosti na inzulin pogosto pridružena dislipidemija. Slednjo lahko 
prav tako povežemo z vnetjem in oksidativnim stresom, kar pa lahko vodi v krajšanje 
telomerov. Na to, kako buren bo vnetni odziv, pa vpliva tudi izražanje provnetnih genov, na 
kar pomembno vpliva tudi genetsko ozadje posameznika.  
Namen magistrske naloge je ugotoviti, ali sta lipidni status in genetska variabilnost 
provnetnih genov povezana s pospešenim krajšanjem telomerov pri bolnikih s sladkorno 
boleznijo tipa 2. 
Pri tem želimo potrditi naslednji hipotezi: 
• Lipidni status je povezan z dolžino telomerov pri bolnikih s sladkorno boleznijo 
tipa 2. 
• Izbrani polimorfizmi provnetnih genov IL1B, IL6 in TNF so povezani s pospešenim 
krajšanjem dolžine telomerov pri bolnikih s sladkorno boleznijo tipa 2. 
Namen dela bomo dosegli preko naslednjih specifičnih ciljev: 
• Iz zdravstvene dokumentacije bomo pridobili klinične in laboratorijske podatke 
bolnikov s sladkorno boleznijo tipa 2 z zelo veliko srčno-žilno ogroženostjo glede 
na smernice Evropskega kardiološkega združenja za preventivo srčno-žilnih 
bolezni iz leta 2016 ter slovenske prilagoditve iz leta 2012 (1). 
• Za določitev relativnih dolžin telomerov bomo uporabili modificirano Cawthonovo 
metodo verižne reakcije s polimerazo v realnem času (69). 
• Izbrane polimorfizme provnetnih genov IL1B, IL6 in TNF bomo genotipizirali s 
kompetitivno alelno-specifično metodo verižne reakcije s polimerazo. 
• Dobljene rezultate bomo statistično ovrednotili in jih primerjali med bolniki s 
sladkorno boleznijo tipa 2 z dislipidemijo in tistimi brez. 
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3 PREISKOVANCI IN METODE 
3.1 PREISKOVANCI 
Raziskava je bila izvedena v okviru raziskovalnega programa P1-0170 Javne agencije za 
raziskovalno dejavnost Republike Slovenije. Vključili smo 150 bolnikov s SB2 z zelo veliko 
srčno-žilno ogroženostjo (SŽO), obravnavanih v diabetološki ambulanti Splošne bolnišnice 
Trbovlje. Leta 2011 jim je bila odvzeta periferna kri za izolacijo genomske DNA iz 
levkocitov. Bolniki so bili tedaj stari med 41 in 75 let. Iz obstoječe zdravstvene 
dokumentacije smo v istem letu pridobili podatke o njihovih vrednostih celokupnega 
holesterola, LDL holesterola, HDL holesterola ter koncentracije TCG. Pridobili smo tudi 
podatke o tem, ali se zdravijo s statini ali ne in podatke o zapletih SB2. 
Glede na smernice Evropskega kardiološkega združenja za preventivo srčno-žilnih bolezni 
iz leta 2016 ter slovenske prilagoditve iz leta 2012 (1) so bili bolniki z zelo veliko SŽO tisti, 
ki so imeli potrjeno srčno žilno bolezen (periferno arterijsko okluzivno bolezen, ishemično 
cerebralno bolezen, miokardni infarkt) oz. prisotno okvaro tarčnega organa (zmerno in 
visoko zvišano albuminurijo retinopatijo, nevropatijo) ali dodaten dejavnik tveganja (LDL 
holesterol > 3 mmol/l oz. zdravljenje s hipolipemiki, kajenje, sistolni krvni tlak ≥ 140 mmHg 
oz. diastolni krvni tlak ≥ 90 mmHg). 




3.2.1 Merjenje koncentracije DNA 
Reagenti in raztopine: vzorci izolirane DNA, deionizirana voda za redčenje, etanol (70 %) 
za čiščenje delovne površine 
Inštrumenti in materiali: pipete, sterilni nastavki za pipete, papir za čiščenje ploščice, 
spektrofotometer s ploščico s 16 mikrojamicami (BioTek Synergy 2, Gen5-Take3) 
Delovni postopek: Na ploščico s 16 mikrojamicami smo v vsako jamico posebej napipetirali 
po 2 µl pripravljene raztopine DNA posameznega bolnika. Nato smo na spektrofotometru 
merili absorbanco pri valovni dolžini 260 nm ter 280 nm. Z razmerjem A260/A280 smo 
določili čistost DNA. Aparat je izračunal tudi koncentracijo DNA. Trije vzorci so imeli zelo 
visoko koncentracijo DNA (> 1000 ng/µL), te smo redčili s 100 µl deionizirane vode ter jim 
ponovno merili absorbanco pri valovni dolžini 260 nm ter 280 nm. 
3.2.2 Preverjanje kvalitete DNA na agarozni elektroforezi 
Reagenti in raztopine: vzorci izolirane DNA, TBE (tris/borat/EDTA), agaroza, etidijev 
bromid, nanašalni pufer z barvilom, dolžinski standard (GeneRuler 1 kb lestvica DNA, 
Thermo Scientific™, ThermoFisher Scientific), etanol (70 %) za čiščenje delovne površine 
Inštrumenti in materiali: pipete, sterilni nastavki za pipete, merilni valj (50 ml), 
erlenmajerica (250 ml), mikrocentrifugirke, mikrovalovna pečica, tehtnica, sistem za 
elektroforezo: sistem za vlivanje agaroznih gelov, kadička za elektroforezo (Sub-Cell 
Agarose Gel Electroforesis System) in napajalnik za elektroforezo (Pharmacia LKB-GPS 
200/400), transiluminator 
Delovni postopek: Najprej smo pripravili 1 % agarozni gel. Na tehtnici smo v erlenmajerico 
zatehtali 1 g agaroze in 100 ml TBE. Nato smo erlenmajerico z vsebino postavili v 
mikrovalovno pečico ter segrevali dokler se ni agaroza v TBE popolnoma raztopila. Celoto 
smo ponovno stehtali ter maso izparele vode nadomestili z enako maso destilirane vode. 
Dodali smo tudi 10 µl etidijevega bromida ter ohladili na 60 °C. Gel smo vlili v nosilec z 
glavničkom ter ga pustili strjevati približno 30 minut. Ko se je gel strdil, smo previdno 
odstranili glavniček ter stranski pregradi ter gel namestili v kadičko. Dolili smo pufer TBE, 
tako da se je bil gel popolnoma potopljen.  
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V mikrocentrifugirkah smo za vsak vzorec posebej pripravili mešanico vzorca ter barvila, ki 
smo jo nato napipetirali v jamice gela. Volumen vzorca DNA smo prilagodili koncentraciji 
DNA. Za vzorce s koncentracijo DNA < 100 ng/µl smo posamezno mikrocentrifugirko 
napipetirali po 5 µl, za vzorce s koncentracijo DNA 20 ng/µl po 8 µl, za vzorce s 
koncentracijo DNA > 100 ng/µl pa po 3 µl. Vsakemu vzorcu smo dodali 5 µl nanašalnega 
pufra z barvilom. Za nanos smo pripravili tudi velikostni standard, tako da smo zamešali 3 
µl vode, 2 µl standarda ter 1 µl nanašalnega pufra. V prvo jamico gela smo nato nanesli 
pripravljeni standard, v vsako naslednjo jamico v gelu pa mešanico posameznega vzorca in 
barvila. Nato smo pripravili sistem za elektroforezo ter ga priključili na električni tok. 
Elektroforeza je tekla 45 minut pri napetosti 90 V. Po končani elektroforezi smo gel položili 
na transiluminator ter poslikali elektroforezno ločbo. Glede na potovanje vzorcev DNA smo 
ugotovili, ali je DNA razgrajena ali ne. 
3.2.3 Določanje relativne DT z modificirano Cawthonovo metodo qPCR (69) 
3.2.3.1 Redčenje vzorcev ter priprava kontrolnih in standardnih vzorcev 
Reagenti in raztopine: vzorci izolirane DNA, založna genomska DNA s koncentracijo 200 
ng/µl (Roche), sterilna destilirana voda, etanol (70 %) za čiščenje delovne površine 
Inštrumenti in materiali: pipete, sterilni nastavki za pipete, sterilne mikrocentrifugirke s 
pokrovčki, stojalo za 96 mikrocentrifugirk, alkoholni flomaster, centrifuga, hladilnik 
Delovni postopek: Z optimizacijo metode smo se odločili za uporabo DNA raztopine s 
koncentracijo 20 ng/µl. V vsako mikrocentrifugirko smo pripravili 50 µl vsebine. Tako smo 
po enačbi 1 za vsak vzorec DNA izračunali koncentracijo začetne prostornine DNA, ki smo 
jo napipetirali v vsako mikrocentrifugirko posebej. Vzorce izolirane DNA smo pred 
pipetiranjem kratko centrifugirali. 
 
𝑽𝟏 [µ𝐥] =
𝒄𝟐 [𝐧𝐠/µ𝐥]  ×  𝑽𝟐 [µ𝐥]
𝒄𝟏 [𝐧𝐠/µ𝐥]
 
Enačba 1: Izračun koncentracije začetnega volumna DNA(V1 – začetni volumen, V2 – končni volumen, c1 – začetna 
koncentracija DNA, c2 – končna koncentracija DNA) 
 
Po enačbi 2 smo izračunali prostornino vode, ki smo jo dodali DNA v vsako 
mikrocentrifugirko posebej.  
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𝑽𝑯𝟐𝑶 [µ𝒍] = 𝑽𝟐[µ𝒍] − 𝑽𝟏[µ𝒍] 
Enačba 2:Izračun volumna vode 
Mikrocentrifugirke smo postavili na stojalo s 96 jamicami ter jih pokrili s pokrovčki, na 
vsako pa smo z alkoholnim pisalom zabeležili številko vzorca. V preglednici I je prikazan 
primer razporeditve vzorcev. Vse skupaj smo shranili v hladilnik s temperaturo 4°C. 









Po zgornjem postopku smo iz založne kontrolne genomske DNA s koncentracijo 200 ng/µl 
(Roche) pripravili tudi mikrocentifugirko s kontrolnim vzorcem, s koncentracijo DNA 20 
ng/µl. Založno genomsko DNA smo v razmerju 1:3 serijsko redčili za pripravo standardnih 
vzorcev, in sicer s končnimi koncentracijami 1,85 ng/µl, 5,56 ng/µl, 16,67 ng/µl, 50 ng/µl 
in 150 ng/µl. Standardne vzorce in kontrolo smo shranili v mikrocentrifugirkah v 
zamrzovalniku na temperaturi –20 °C. Pred vsako uporabo smo jih odtalili na sobni 
temperaturi. 
3.2.3.2 Pomnoževanje s qPCR 
Reagenti in raztopine: vzorci izolirane DNA (s koncentracijo 20 ng/µl), HRM Mastermix 
(vključuje: AmpliTaq Gold® 360 DNA polimerazo, barvilo MeltDoctor™ HRM, mešanico 
dNTP, dUTP, magnezijeve soli in druge komponente pufra)(Applied Biosystems™, 
MeltDoctor™, ThermoFisher Scientific), oligonukleotidna začetnika tel F in R (za 
telomere), oligonukleotidna začetnika alb F in R (za albumin) (Preglednica II), standardni 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 1 9 17 25 33 41 49 57 65 73 81 89 
B 2 10 18 26 34 42 50 58 66 74 82 90 
C 3 11 19 27 35 43 51 59 67 75 83 91 
D 4 12 20 28 36 44 52 60 68 76 84 92 
E 5 13 21 29 37 45 53 61 69 77 85 93 
F 6 14 22 30 38 46 54 62 70 78 86 94 
G 7 15 23 31 39 47 55 63 71 79 87 95 
H 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96 
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vzorci (s koncentracijami 1,85 ng/µl, 5,56 ng/µl, 16,67 ng/µl, 50 ng/µl, 150 ng/µl), kontrolni 
vzorec (20 ng/µl), sterilna destilirana voda, etanol (70 %) za čiščenje delovne površin 




Za telomere F (telg) ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTT 
GGGTTAGTGT 
Za telomere R (telc) TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCC 
TATCCCTAACA 
Za posamezno kopijo 
albumina F (albu) 
CGGCGGCGGGCGGCGCGGGCTGGGCGGAA 
ATGCTGCACAGAATCCTTG 
Za posamezno kopijo 




Inštrumenti in materiali: pipete, večkanalna pipeta, avtomatska pipeta, sterilni nastavki za 
pipete, centrifugirka (15 ml), plošča PCR s 384 jamicami, prozorna folija, vibracijski 
mešalnik, protiutež, centrifuga, aparat QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR System, 
računalnik s programsko opremo QuantStudio™ Real-Time PCR Software v1.3 (Applied 
Biosystems®, Thermo Fisher Scientific) 
Delovni postopek: Mikrocentrifugirke z vzorci z razredčeno DNA ter standardne vzorce 
smo na vibracijskem mešalniku premešali. Nato smo v ploščo PCR s 96 jamicami iz vsake 
označene mikrocentrifugirke odpipetirali po 3,3 µl DNA. Pripravili smo tudi 5 
mikrocentrifugirk, v katere smo napipetirali 4,4 µl standardnih vzorcev (s koncentracijami 
1,85 ng/µl, 5,56 ng/µl, 16,67 ng/µl, 50 ng/µl, 150 ng/µl) in kontrolni vzorec. Pokrili smo jih 
s pokrovčkom in vsakega označili z alkoholnim pisalom. 
V centrifugirko (15 ml) smo pripravili skupno reakcijsko zmes. V preglednici III so 
prikazane prostornine posameznih reagentov za posamezno jamico plošče PCR s 384 
jamicami. Posamezne količine reagentov smo pomnožili s številom želenih reakcij. Najprej 
smo v centrifugirko odpipetirali celotno količino vode, oligonukleotidnih začetnikov za 
posamezno kopijo gena za albumin F in R ter oligonukleotidnih začetnikov za telomere F in 
R. Nazadnje pa smo zaradi občutljivost na svetlobo odpipetirali »HRM Mastermix«. 
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Preglednica III: Vsebina posamezne jamice plošče PCR s 384 jamicami 
 Prostornina v posamezni jamici 
mikrotiterske plošče s 384 jamicami [µl] 
HRM Mastermix 5 
Oligonukleotidni začetniki za albumin F 0,3 
Oligonukleotidni začetniki za albumin R 0,3 
Oligonukleotidni začetniki za telomere F 0,3 
Oligonukleotidni začetniki za telomere R 0,3 
H2O 2,8 
Iz centrifugirke (15 ml) smo z avtomatsko pipeto prenesli po 30 µl reagenčne zmesi v 
posamezno jamico ploščice PCR, v katere smo predhodno nanesli vzorčno DNA. V jamice 
plošče PCR s standardnimi vzorci, kontrolnim vzorcem ter negativno kontrolo smo dodali 
po 40 µl reagenčne zmesi. Razporeditev vzorcev je prikazana v preglednici IV. 
Preglednica IV: Primer razporeditve reakcijske zmesi v plošči PCR s 96 jamicami (V – vzorec, S – standardni vzorec, kont. 




Z večkanalno pipeto smo nato vsebino jamic prenesli v ploščo PCR s 384 jamicami 
(Preglednica V). Isti vzorec smo prenesli v tri ločene jamice, da smo naredili 3 ponovitve 
istega vzorca. Standardne vzorce in kontrolni vzorec smo prenesli v 4 ločene jamice, da smo 
naredili 4 ponovitve istega vzorca. 
  
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A V1 V9 V17 V25 V33 V41 V49 V57 S1,85 S5,56   
B V2 V10 V18 V26 V34 V42 V50 V58 S16,67 S50   
C V3 V11 V19 V27 V35 V43 V51 V59 S150 kont.   
D V4 V12 V20 V28 V36 V44 V52 V60 NTC    
E V5 V13 V21 V29 V37 V45 V53 V61     
F V6 V14 V22 V30 V38 V46 V54 V62     
G V7 V15 V23 V31 V39 V47 V55 V63     
H V8 V16 V24 V32 V40 V48 V56 V64     
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Preglednica V: Primer razporeditve reakcijske zmesi v plošči PCR s 384 jamicami  (V – vzorec, S – standardni vzorec, 
kont. – kontrolni vzorec, NTC – negativna kontrola) 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 
A V1 V1 V1 V17 V17 V17 V33 V33 V33 V49 V49 V49 S1,85 S1,85 S1,85 S1,85         
B V9 V9 V9 V25 V25 V25 V41 V41 V41 V57 V57 V57 S5,56 S5,56 S5,56 S5,56         
C V2 V2 V2 V18 V18 V18 V34 V34 V34 V50 V50 V50 S16,67 S16,67 S16,67 S16,67         
D V10 V10 V10 V26 V26 V26 V42 V42 V42 V58 V58 V58 S50 S50 S50 S50         
E V3 V3 V3 V19 V19 V19 V35 V35 V35 V51 V51 V51 S150 S150 S150 S150         
F V11 V11 V11 V27 V27 V27 V43 V43 V43 V59 V59 V59 kont kont kont kont         
G V4 V4 V4 V20 V20 V20 V36 V36 V36 V52 V52 V52 NTC NTC NTC NTC         
H V12 V12 V12 V28 V28 V28 V44 V44 V44 V60 V60 V60             
I V5 V5 V5 V21 V21 V21 V37 V37 V37 V53 V53 V53             
J V13 V13 V13 V29 V29 V29 V45 V45 V45 V61 V61 V61             
K V6 V6 V6 V22 V22 V22 V38 V38 V38 V54 V54 V54             
L V14 V14 V14 V30 V30 V30 V46 V46 V46 V62 V62 V62             
M V7 V7 V7 V23 V23 V23 V39 V39 V39 V55 V55 V55             
N V15 V15 V15 V31 V31 V31 V47 V47 V47 V63 V63 V63             
O V8 V8 V8 V24 V24 V24 V40 V40 V40 V56 V56 V56             
P V16 V16 V16 V32 V32 V32 V48 V48 V48 V64 V64 V64             
 
Površino plošče smo nato prelepili s prozorno folijo. Ploščo smo premešali na vibracijskem 
mešalniku, jo stehtali ter poiskali protiutež enake mase. Ploščo s protiutežjo smo 
centrifugirali, da se je vsebina polegla na dno jamic. Ploščo z vsebino smo vstavili v aparat 
QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR System. Zagnali smo analizo, za katero smo predhodno 
pripravili šablono s programsko opremo QuantStudio™ Real-Time PCR Software v1.3. 
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Termalni potek analize qPCR opisuje preglednica VI. 
Preglednica VI: Temperaturni profil analize qPCR 
Temperatura [°C] Čas [min] Število ciklov 
Med prehodi segrevanje/ohlajanje 1,6 °C/s  










95 00:15  
60 1:00  
Segrevanje 0,05 °C/s  
95 00:15  
Zajem fluorescenčnega signala je potekal pri temperaturah 74 °C (temperatura taljenja za 
telomere) in 88 °C (temperatura taljenja za albumine). Določili smo tudi fluorescenčni prag, 
t. j. intenziteto fluorescence, ki je večja od fluorescenčnega ozadja (70) ter s tem vrednost 
Ct, ki je bila pomembna za izačun koncentracije DNA v vzorcu. 
3.2.3.3 Analiza podatkov qPCR 
Inštrumenti in materiali: računalnik s programsko opremo QuantStudio™ Real-Time PCR 
Software v1.3 (Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific), računalniški program 
Microsoft Excel 2019 
Delovni postopek: Najprej smo preverili, ali je prišlo do pomnoževanja pri negativni 
kontroli. S tem smo se prepričali, da ni prišlo do kontaminacije vzorcev. Preverili smo tudi 
obliko talilne krivulje, ki mora dati jasno ločitev med pomnoževanjem gena za albumin in 
telomerov. Sledila je analiza standardne krivulje meritev za telomere ter albumine. Od štirih 
ponovitev standardov za vsako standardno krivuljo, smo v programu QuantStudio™ Real-
Time PCR Software v1.3 uporabili dve najbolje ponovljivi vrednosti kvantifikacijskega 
cikla (Ct), preostali dve meritvi smo izločili iz analize. Standardna krivulja je morala imeti 
R2 > 0,99 in učinkovitost med 95 in 115 %, da smo lahko meritve vzorcev uporabili za 
nadaljnje analize. Ko so bili ti pogoji izpolnjeni, smo preverili rezultate meritev vzorcev ter 
kontrolnih vzorcev. Program je podal vrednosti Ct ter količino DNA, ki jo je preračunal 
glede na standardno krivuljo. 
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Analizirali smo triplikate vzorcev, od njih smo uporabili tisti dve ponovitvi, katerega 
vrednosti Ct sta bili najbolj primerljivi med sabo. Od štirih ponovitev analiz kontrolnih 
vzorcev smo uporabili dve, katerih vrednosti Ct sta bili najbolj ponovljivi med sabo.  
Izračune Ct in koncentracije, ki smo jih dobili s programsko opremo QuantStudio™ Real-
Time PCR Software v1.3, smo prenesli v program Microsoft Excel 2019, kjer smo opravili 
nadaljnje izračune. Najprej smo izračunali razmerje signala T in S po enačbi 3, s čimer smo 




𝐤𝐨𝐧𝐜𝐞𝐧𝐭𝐫𝐚𝐜𝐢𝐣𝐚 𝐭𝐞𝐥𝐨𝐦𝐞𝐫𝐨𝐯 𝐯 𝐯𝐳𝐨𝐫𝐜𝐮 𝐨𝐳. 𝐤𝐨𝐧𝐭𝐫𝐨𝐥𝐢
𝐤𝐨𝐧𝐜𝐞𝐧𝐭𝐫𝐚𝐜𝐢𝐣𝐚 𝐚𝐥𝐛𝐮𝐦𝐢𝐧𝐨𝐯 𝐯 𝐢𝐬𝐭𝐞𝐦 𝐯𝐳𝐨𝐫𝐜𝐮 𝐨𝐳. 𝐤𝐨𝐧𝐭𝐫𝐨𝐥𝐢
 
Enačba 3: Izračun razmerja T in S signala 
Nato smo med ponovitvami istega vzorca v programu Microsoft Excel izračunali standardno 
deviacijo (SD). Če je ta presegala 10 %, smo meritve za ta vzorec ponovili. SD smo 
izračunali tudi med ponovitvami iste kontrole ter med kontrolami med ploščami. SD je 
morala biti manj kot 10 %, da smo lahko meritve upoštevali. Med ponovitvami istega vzorca 
smo izračunali povprečje koncentracij telomerov, ki smo jih kasneje uporabili v statistični 
analizi kot relativno DT posameznega vzorca. 
3.2.4 Genotipizacija z alelno-specifično metodo PCR: kompetitivni specifični alelni PCR 
(KASP) 
Reagenti in raztopine: vzorci izolirane DNA (s koncentracijo 20 ng/µl), KASP Master mix 
(KBioscience, Hoddesdon, Herts, VB), set reagentov KASP Genotyping Assay 
(KBioscience, Hoddesdon, Herts, VB), sterilna destilirana voda, etanol (70 %) za čiščenje 
delovne površine 
Inštrumenti in materiali: večkanalna pipeta (10 µl), sterilni nastavki za pipete, aparat 
Meridian (LGC, Middlesex, VB), programska oprema aparata Meridian (LGC, Middlesex, 
VB), aparat Proflex (AB, Foster City, Kalifornija, ZDA), aparat Kube (LGC, Middlesex, 
VB), centrifuga, tehtnica, aparat FLUOstar Omega (LGC, Middlesex, VB), programsko 
orodje KlusterCaller™ (LGC, Middlesex, VB) 
Delovni postopek: V vsako jamico optično prosojne plošče za PCR (s 384 jamicami) 
posebej smo napipetirali 2,5 μl vzorca izolirane DNA (Preglednica VII). Nepokrito ploščo 
smo pustili sušiti dve uri na sobni temperaturi.  
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Preglednica VII: Razporeditev vzorcev v optično prosojni ploščici za PCR s 384 jamicami 
Pred pričetkom pipetiranja na aparatu Meridian smo morali s programsko opremo določili 
skupno prostornino reakcijske zmesi za vse vzorce na plošči. Nato smo izračunali 





Enačba 4: Izračun volumna KASP "MasterMixa" na aparatu Meridian 




Enačba 5: Izračun volumna KASP "Genotyping Assay" na aparatu Meridian 
𝑽(𝒅𝑯𝟐𝑶) = 𝑽(𝒔𝒌𝒖𝒑𝒏𝒂) − (𝑽(𝑲𝑨𝑺𝑷 𝑴𝒂𝒔𝒕𝒆𝒓𝑴𝒊𝒙) + 𝑽(𝑲𝑨𝑺𝑷 "𝑮𝒆𝒏𝒐𝒕𝒚𝒑𝒊𝒏𝒈 𝑨𝒔𝒔𝒂𝒚") 
Enačba 6: Izračun volumna vode na aparatu Meridian 
Sledilo je pipetiranje reakcijske zmesi (Preglednica VIII) z aparatom Meridian v posamezne 
jamice plošče PCR. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 
A 1 17 33 49 65 81 97 113 129 145   1 17 33 49 65 81 97 113 129 145   
B 9 25 41 57 73 89 105 121 137    9 25 41 57 73 89 105 121 137    
C 2 18 34 50 66 82 98 114 130 146   2 18 34 50 66 82 98 114 130 146   
D 10 26 42 58 74 90 106 122 138    10 26 42 58 74 90 106 122 138    
E 3 19 35 51 67 83 99 115 131 147   3 19 35 51 67 83 99 115 131 147   
F 11 27 43 59 75 91 107 123 139    11 27 43 59 75 91 107 123 139    
G 4 20 36 52 68 84 100 116 132 148   4 20 36 52 68 84 100 116 132 148   
H 12 28 44 60 76 92 108 124 140    12 28 44 60 76 92 108 124 140    
I 5 21 37 53 69 85 101 117 133 149   5 21 37 53 69 85 101 117 133 149   
J 13 29 45 61 77 93 109 125 141    13 29 45 61 77 93 109 125 141    
K 6 22 38 54 70 86 102 118 134 150   6 22 38 54 70 86 102 118 134 150   
L 14 30 46 62 78 94 110 126 142    14 30 46 62 78 94 110 126 142    
M 7 23 39 55 71 87 103 119 135    7 23 39 55 71 87 103 119 135    
N 15 31 47 63 79 95 111 127 143    15 31 47 63 79 95 111 127 143    
O 8 24 40 56 72 88 104 120 136    8 24 40 56 72 88 104 120 136    
P 16 32 48 64 80 96 112 128 144    16 32 48 64 80 96 112 128 144    
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Preglednica VIII: Reakcijska zmes za 1 vzorec (8 µl reakcija) 
 V [µl] 





Nato smo plošče neprodušno zaprli tako, da smo jih prelepili z optično prosojno folijo, kar 
smo storili z aparatom Kube pri 165 °C. Ploščo smo stehtali ter poiskali protiutež enake 
mase. Tako smo lahko ploščo 1 min s protiutežjo centrifugirali na 1500 obratov/min. 
Ploščico PCR smo vstavili v aparat Proflex, v katerem je reakcija PCR potekala pod pogoji 
navedenimi v preglednici IX in preglednici X.  
Preglednica IX: Značilnosti uporabljenih sond KASP 
 
Preglednica X: Protokol pomnoževanja TD61-55 
Po končanem pomnoževanju smo s spektrofotometrom FLUOstar Omega izmerili 
fluorescenčne signale fluorescenčnih barvil VIC in FAM. Ker sta barvili označevali vsaka 
svoj alel (specifičnosti zabeležene v preglednici IX), smo lahko s programskim orodjem 
KlusterCaller™ določili genotip za posamezen vzorec. Za boljšo grafično ločitev smo po 
pregledu meritev na aparatu Proflex izvedli še dva dodatna cikla pomnoževanja. Vzorce 






FAM/VIC POGOJI PCR POGOJI 
IL1B rs16944 c.-598T>C T>C G/A 1.8mM MgCl2  KASPAR-
TD61-55 
IL6 rs1800795 c.-174G>C G>C G/C 1.8mM MgCl2  KASPAR-
TD61-55 
TNF rs1800629 c.-308G>A G>A A/G 1.8mM MgCl2  KASPAR-
TD61-55 
T [°C] t [s] število ciklov 




60, pri vsakem ciklu znižanje temperature za 0,6 
°C (do 55 °C) 
94 20 28x 
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3.2.5 Statistična analiza 
Značilnosti vseh spremenljivk smo najprej opisali z opisno statistiko. Porazdelitev diskretnih 
spremenljivk smo opisali s frekvencami, porazdelitev zveznih spremenljivk pa s povprečjem 
in standardno deviacijo. 
Najprej smo preverili povezavo med relativno DT in starostjo, trajanjem SB, spolom oz. 
uporabo statinov pri bolnikih s SB2. Za dosego homoskedastičnosti in normalno 
porazdeljenih ostankov pri uporabi linearne regresije smo odvisno spremenljivko DT 
recipročno transformirali (1/x). Z uporabo Shapiro-Wilkovega testa ter Kolmogorov-
Smirnovega testa ter Q-Q diagrama normalnosti porazdelitve smo preverili normalnost 
porazdelitve ostankov. Pri vrednostih p > 0,05 so bili ostanki porazdeljeni normalno. 
Homoskedastičnost smo preverili z Breusch-Paganovim testom. V kolikor je bila p-vrednost 
večja od 0,05, smo potrdili homoskedastičnost. 
Linearno regresijo smo uporabili tudi za preverjanje povezave lipidnega statusa z relativno 
DT pri SB2. Primerjali smo skupine bolnikov s povišanimi ter normalnimi vrednostmi 
celokupnega holesterola z relativno DT (1/x). Prav tako smo primerjali skupini bolnikov z 
normalnimi/znižanimi vrednostmi HDL holesterola ter normalnimi/povišanimi vrednostmi 
LDL holesterola ter TCG z relativno DT (1/x). Mejne vrednosti posameznih skupin smo 
zabeležili v preglednici XI. Pri določanju skupin smo upoštevali ciljne vrednosti lipidograma 
pri osebah z zelo veliko SŽO (1). 
Preglednica XI: Razmejitev skupin glede na koncentracije lipidov v serumu za bolnike s SB2 z zelo veliko SŽO 
Linearno regresijo smo najprej uporabili za preverjanje povezanosti posamezne 
spremenljivke z DT, nato smo posamezno spremenljivko prilagodili na starost, trajanje SB, 
spol ter zdravljenje s statini. 






koncentracija (serum) < 4,0 mmol/l ≥ 4,0 mmol/l 
HDL holesterol Znižane vrednosti HDL Normalne vrednosti HDL 
koncentracija (serum) 
moški ≤ 1,1 mmol/l 
ženske ≤ 1,3 mmol/l 
moški > 1,1 mmol/l 
ženske > 1,3 mmol/l 
LDL holesterol Normalne vrednosti LDL Povišane vrednosti LDL 
koncentracija (serum) < 1,8 mmol/l ≥ 1,8 mmol/l 
TCG Normalne vrednosti TCG Povišane vrednosti TCG 
koncentracija (serum) < 1,7 mmol/l ≥ 1,7 mmol/l 
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S pomočjo programa Microsoft Excel 2019 pa smo s hi-kvadrat testom med polimorfizmi 
preverili, ali se aleli razporejajo po Hardy-Weinbergovem ravnovesju. Hardy-Weinbergovo 
ravnovesje je načelo, ki pravi da se frekvence alelov in genotipov v populaciji z dedovanjem 
ohranjajo. V kolikor so alelne frekvence v populaciji z dvema aleloma na posameznem 
lokusu p in q, so pričakovane frekvence genotipov p2, 2pq in q2, katerih vsota je 1 (71). Pri 
genetskih raziskavah polimorfizmov preverjamo, ali se genotipi razporejajo po Hardy-
Weinbergovem ravnovesju, saj lahko odstopanja pomenijo problem pri genotipizaciji ali 
strukturiranju populacije (72). 
Povezanost polimorfizmov provnetnih genov z relativno DT pri SB2 smo preverili z linearno 
regresijo. Za primerjavo posameznih genotipov smo uporabili dominanten model. Tako smo 
pri polimorfizmu IL1B rs16944 DT primerjali med genotipom GG in genotipoma AG + AA, 
pri polimorfizmu IL6 rs1800795 DT med genotipom GG in genotipoma CG + CC ter pri 
polimorfizmu TNF rs1800629 DT med genotipom GG in genotipoma GA + AA. Analizo 
smo izvedli za vsako spremenljivko posebej kot tudi s prilagoditvijo na starost, trajanje SB, 
spol, zdravljenje s statini ter celokupni holesterol – skupini. 
Za statistično obdelavo podatkov ter izdelavo grafov smo uporabili programsko opremo 
IBM SPSS Statistics 25.  
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4  REZULTATI 
4.1 KLINIČNE ZNAČILNOSTI BOLNIKOV S SB2 
V statistično analizo smo vključili 150 oseb z diagnozo SB2, ki so imeli zelo veliko SŽO. 
Povprečna starost bolnikov je znašala 62,5 let. Večina je bila moških (58,0 %). Povprečna 
vrednost glikiranega hemoglobina A1c v krvi bolnikov je bila 7,0 %, povprečna vrednost 
sistolnega krvnega tlaka 135,8 mmHg, povprečna vrednost diastolnega krvnega tlaka pa 76,8 
mmHg. V povprečju so imeli v serumu koncentracijo celokupnega holesterola 4,5 mmol/l, 
HDL holesterola 1,2 mmol/l, LDL holesterola 2,6 mmol/l ter TCG 2,1 mmol/l. Znižane 
vrednosti HDL holesterola je imelo 41,6 % oseb, povišane vrednosti LDL holesterola 85,3 
% oseb ter povišane vrednosti TCG 50,7 % oseb. 70,0 % oseb se je zdravilo s statini. 
Klinične in antropometrične podatke bolnikov, s katerimi smo lahko razpolagali, smo opisali 
v pXII. Diskretne spremenljivke smo predstavili s frekvencami, porazdelitev zveznih 
spremenljivk pa s povprečjem ± SD. 
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pXII: Klinične in antropometrične značilnosti skupine bolnikov 
1 Število vseh bolnikov: 149 
  
 Vsi bolniki (N=150) 
Moški 58,0 % 
Ženske 42,0 % 
Starost 62,5 ± 7,6 let 
Glikiran hemoglobin A1c 7,0 ± 0,9 % 
Trajanje SB2 11,7 ± 7,1 let 
Kadilci 14,7 % 
Sistolni krvni tlak 135,8 ± 14,1 mmHg 
Diastolni krvni tlak1 76,8 ± 13,1 mmHg 
Glomerularna filtracija 76,3 ± 14,7 ml/ min/1,73 m2 
Albuminurija 53,9 ± 144,7 mg/l 
ITM 30,7 ± 5,3 kg/m2  
Relativna DT 0,8542 ± 0,2161 
Relativna DT (1/x) 1,2362 ± 0,2752 
Lipidni status  
Celokupen holesterol 4,5 ± 1,0 mmol/l 
HDL holesterol1 1,2 ± 0,4 mmol/l 
Znižane vrednosti HDL holesterola 41,6 % 
Normalne vrednosti HDL holesterola 58,4 % 
LDL holesterol 2,6 ± 0,9 mmol/l 
Normalne vrednosti LDL holesterola 14,7 % 
Povišane vrednosti LDL holesterola 85,3 % 
TCG 2,1 ± 1,4 mmol/l 
Normalne vrednosti TCG 49,3 % 
Povišane vrednosti TCG 50,7 % 
Zdravljenje s statini 70,0 % 
Brez zdravljenja s statini 30,0 % 
Zapleti  
Periferna arterijska okluzivna bolezen 2,0 % 
Ishemična cerebralna bolezen 7,3 % 
Miokardni infarkt 12,7 % 
Nevropatija 5,4 % 
Retinopatija 1 0,7 % 
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4.2 DOLOČANJE DOLŽINE TELOMEROV IN GENOTIPIZACIJA Z ALELNO-
SPECIFIČNO METODO PCR  
4.2.1 Preverjanje kvalitete izhodne DNA 
Ker so bili vzorci DNA preiskovancev pred raziskavo dlje časa hranjeni, smo vzorcem z 
najnižjo koncentracijo DNA (< 200 ng/µl) z agarozno elektroforezo preverili kvaliteto DNA. 
Visoko nativna DNA ima daljše fragmente kot razgrajena. Na hitrost potovanja delcev v 
električnem polju pa vpliva tudi velikost delca. Večji je, počasneje potuje (70). Tako bi se 
bil v primeru razgrajene DNA na gelu pojavil razmazan vzorec, ki predstavlja različno velike 
fragmente, ki so v električnem polju različno hitro potovali. Primer elektroforezne ločbe 
nerazgrajene DNA je prikazan na sliki 3. Glede na rezultate smo ocenili, da so bili vzorci 
primerni za nadaljnje analize. 
 
Slika 3: Primer elektroforezne ločbe nerazgrajene DNA na agaroznem gelu pod transiluminatorjem 
4.2.2 Določanje dolžine telomerov s qPCR 
Z namenom določitve relativne DT smo med qPCR reakcijo pri temperaturah 74 °C 
(temperatura taljenja za telomere) in 88 °C (temperatura taljenja za albumine) zbirali 
fluorescenčne signale, primer prikazujeta grafa na sliki 4 in sliki 5, in določili vrednost Ct, 
ki predstavlja rezultat. 
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Slika 4: Prikaz pomnoževanja telomerov  (vsaka barva v krivulji predstavlja svoj vzorec, zelena vodoravna črta pa 
predstavlja fluorescenčni prag). 
 
 
Slika 5: Prikaz pomnoževanja referenčnega gena  (vsaka barva krivulje predstavlja svoj vzorec, zelena vodoravna črta pa 
predstavlja fluorescenčni prag).  
Pri vsaki analizi smo preverili pomnoževanje pri negativni kontroli in tako izključili 
kontaminacijo vzorcev, in obliko talilne krivulje, ki mora dati jasno ločitev med pomnožkom 





Slika 6: Primer talilne krivulje (prvi vrh predstavlja talilno temperaturo pomnožka telomernega zaporedja, drugi vrh pa 
talilno temperaturo pomnožka gena za albumin. Različne barve predstavljajo različne vzorce DNA.) 
Vrednosti za telomere in albumin za posameznega preiskovanca, ki sta služili za izračun 
relativne vrednosti dolžine telomerov, smo pridobili iz standardne krivulje. Primerna 
standardna krivulja je morala imeti R2 > 0,99 in učinkovitost med 95 in 115 %, da smo lahko 
meritve vzorcev uporabili za nadaljnje statistične analize. Primera standardne krivulje sta 
prikazana na sliki 7 in sliki 8). Povprečni vrednosti relativne DT in relativne DT (1/x) v 
celotni skupini preiskovancev sta znašali 0,8542 ± 0,2161 oz. 1,2362 ± 0,2752 (Preglednica 
XII). Rezultati analize povezave med relativno DT in starostjo, spolom, zdravljenjem s 






Slika 7: Primer standardne krivulje telomerov; R2 = 0,994; Učinkovitost[%] = 114,07 
 
 
Slika 8: Primer standardne krivulje albuminov ; R2 = 0,995; Učinkovitost[%] = 103,052 
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4.2.3 Genotipizacija z alelno-specifično metodo PCR 
Glede na prisotnost signalov fluorescenčnih barvil VIC in FAM, ki smo jih izmerili po 
genotipizaciji z alelno-specifično metodo PCR, smo pri posameznem preiskovancu določili 
genotip polimorfizmov IL1B rs16944, IL6 rs1800795 in TNF rs1800629. Primeri ločb med 
genotipi so prikazani na sliki 9, sliki 10 in sliki 11. 
 
Slika 9: Primer grafičnega izrisa iz programskega orodja 
KlusterCaller™ za rs16944:Rdeča barva-genotip AA, 
zelena barva-GA, modra-GG, roza-brez fluorescence, 
črna-negativna kontrola. 
 
Slika 10: Primer grafičnega izrisa iz programskega orodja 
KlusterCaller™ za rs1800629:Rdeča barva-genotip GG, 








Slika 11: Primer grafičnega izrisa iz programskega 
orodja KlusterCaller™ za rs1800795:Rdeča barva-
genotip CC, zelena barva-CG, modra-GG, roza-brez 
fluorescence, črna-negativna kontrola. 
 
Frekvence genotipov polimorfizmov IL1B rs16944, IL6 rs1800795 in TNF rs1800629 smo 
predstavili v preglednici XIII. S hi-kvadrat testom smo za vsak polimorfizem preverili, ali 
so se razporejali po Hardy-Weinbergovem ravnovesju. Pri p > 0,05 je populacija bila v 




Preglednica XIII: Polimorfizmi genov IL1B, IL6 in TNF, Hardy-Weinbergovo ravnovesje ter frekvence alelov  
 





Gen IL1B: rs16944 
GG 43,3 % 
p = 0,67 q = 0,33 P = 0,264 AG 48,0 % 
AA 8,7 % 
Gen IL6: rs1800795 
GG 37,3 % 
p = 0,61 q = 0,39 P = 0,786 CG 46,7 % 
CC 16,0 % 
Gen TNF: rs18006291 
GG 77,7 % 
p = 0,89 q = 0,11 P = 0,441 GA 21,6 % 
AA 0,7 %  
1 Število vseh bolnikov: 148 
Vsi polimorfizmi so bili v Hardy-Weinbergovem ravnovesju (p > 0,05). 
Rezultati analize povezanosti polimorfizmov provnetnih genov z relativno DT pri SBT2 so 
podrobneje predstavljeni v poglavju 4.5. 
4.3 POVEZAVA MED RELATIVNO DT IN STAROSTJO, TRAJANJEM SB2, SPOLOM 
OZ. ZDRAVLJENJEM S STATINI PRI BOLNIKIH S SB2 
Na DT po nekaterih raziskavah vplivajo starost (73,74,75,76), trajanje SB2 (57,62), spol (77) 
ter zdravljenje s statini (78), zato smo preverili povezavo med temi spremenljivkami in 
relativno DT. Podatki za relativno DT so bili v celotni statistični analizi recipročno 
transformirani (1/x). Statistično značilno razliko smo določili v primeru p < 0,05. 
Razmerje med relativno DT in starostjo smo prikazali z grafom na sliki 12, razmerje med 
relativno DT in trajanjem SB pa z grafom na sliki 13. Statistične podatke o DT kategoričnih 





Slika 12: Prikaz razmerja med relativno DT (1/x) in starostjo 
 
 




Preglednica XIV: Statistični podatki relativne DT (1/x) za spremenljivki spol in zdravljenje s statini 
Vrednosti N (%; N = 150) Povprečje DT (1/x) SD 
Spol 
Moški 58 % 1,2563 0,2698 
Ženske 42 % 1,2085 0,2824 
Zdravljenje s statini 
DA 70 % 1,2325 0,2773 
NE 30 % 1,2450 0,2733 
 
Rezultate linearne regresije vsake spremenljivke posebej smo predstavili v preglednici XV. 
Preglednica XV: Rezultati linearne regresije: vpliv starosti, spola in zdravljenja s statini na DT 
 R R2 B vrednost β vrednost t p-
vrednost 
Starost 0,068 0,005 0,002 0,068 0,826 0,410 
Trajanje SB 0,057 0,003 -0,002 -0,057 -0,698 0,486 
Spol 0,086 0,007 -0,048 -0,086 -1,050 0,296 
Zdravljenje s 
statini 
0,021 0,000 -0,012 -0,021 -0,254 0,800 
 
V raziskovani skupini preiskovancev ni bilo statistično značilne povezave med relativno DT 
in starostjo (p = 0,410) ter med relativno DT in trajanjem SB (p = 0,486). Prav tako ni bilo 
statistično značilne povezave med relativno DT ter spolom (p = 0,296) ter med relativno DT 
in zdravljenjem s statini (p = 0,800). 
4.4 POVEZAVA LIPIDNEGA STATUSA Z RELATIVNO DT PRI BOLNIKIH S SB2 
Želeli smo ugotoviti povezavo med lipidnim statusom in DT, zato smo primerjali skupini 
bolnikov s povišanimi ter normalnimi vrednostmi celokupnega holesterola z relativno DT 
(1/x). Prav tako smo primerjali skupini bolnikov z normalnimi/znižanimi vrednostmi HDL 
holesterola ter normalnimi/povišanimi vrednostmi LDL holesterola ter TCG z relativno DT 
(1/x). Statistično značilno razliko smo določili v primeru p < 0,05.  
Statistične podatke o DT zgornjih spremenljivk smo predstavili z opisno statistiko v 
preglednici XVI. 
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Preglednica XVI: Statistični podatki relativne DT (1/x) za spremenljivke celokupni holesterol – skupini, HDL holesterol – 
skupini, LDL holesterol – skupini ter TCG – skupini 
Vrednosti N (%; N = 150) Povprečje DT (1/x) SD 
Celokupni holesterol – skupini 
Normalne  35,3 % 1,2210 0,2876 
Povišane  64,7 % 1,2445 0,2694 
HDL holesterol – skupini1 
Znižane 41,6 % 1,2413 0,2639 
Normalne 58,4 % 1,2345 0,2855 
LDL holesterol – skupini 
Normalne 14,7 % 1,1336 0,3003 
Povišane 85,3 % 1,2539 0,2680 
TCG – skupini 
Normalne 49,3 % 1,2127 0,2754 
Povišane 50,7 % 1,2592 0,2749 
1 Število vseh bolnikov: 149 
Rezultate linearne regresije za vsako spremenljivko posebej smo prikazali v preglednici 
XVII. 
Preglednica XVII: Rezultati linearne regresije: vpliv povišanih/normalnih vrednosti celokupnega holesterola, LDL 
holesterola, TCG in znižanih/normalnih vrednosti HDL holesterola na DT 





0,041 0,002 0,023 0,041 0,498 0,619 
HDL holesterol - 
skupini 
0,012 0,000 -0,007 -0,012 -0,146 0,884 
LDL holesterol - 
skupini 
0,155 0,024 0,120 0,155 1,909 0,058 
TCG -skupini 0,085 0,007 0,046 0,085 1,035 0,303 
 
Ugotovili smo, da povišane oz. normalne vrednosti celokupnega holesterola niso bile 
povezane z relativno DT pri bolnikih s SB2 (p = 0,619). Tudi znižanih oz. normalnih 
vrednosti HDL holesterola nismo povezali z relativno DT (p = 0,884). Prav tako pri teh 
osebah nismo našli povezave med DT in povišanimi oz. normalnimi vrednostmi LDL 
holesterola (p = 0,058) in TCG (p = 0,303). 
Grafično (Slika 14) smo prikazali razporejanje relativnih DT (1/x) pri spremenljivki 
celokupni holesterol – skupini za skupino bolnikov s povišanimi ter skupino bolnikov z 





Slika 14: Prikaz podatkov z relativno DT (1/x) pri skupini z normalnimi in skupini s povišanimi vrednostmi celokupnega 
holesterola 
Analizo smo izvedli tudi s prilagoditvijo na naslednje spremenljivke: starost, trajanje SB, 
spol ter zdravljenje s statini. Rezultate smo prikazali v preglednici XVIII. 
Preglednica XVIII: Rezultati linearne regresije: vpliv povišanih/normalnih vrednosti celokupnega holesterola, LDL 
holesterola, TCG in znižanih/normalnih vrednosti HDL holesterola na DT s prilagoditvijo na starost, trajanje SB, spol in 
zdravljenje s statini. 
























TCG -skupini 0,182 0,033 0,055 0,101 1,212 0,227 
 
Tudi s prilagoditvijo povezave med skupinami s povišanimi/normalnimi vrednostmi 
celokupnega holesterola (p = 0,656), znižanimi/normalnimi vrednostmi HDL holesterola  
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(p = 0,832), povišanimi/normalnimi vrednostmi LDL holesterola (p = 0,079) ter 
povišanimi/normalnimi vrednostmi TCG (p = 0,227) in relativno DT nismo našli. 
4.5 POVEZANOST POLIMORFIZMOV PROVNETNIH GENOV Z RELATIVNO DT PRI 
SB2 
Preverili smo povezanost prisotnosti izbranih polimorfizmov s krajšanjem DT. Statistične 
podatke o DT v povezavi s polimorfizmi IL1B rs16944, IL6 rs1800795 in TNF rs1800629 
smo predstavili z opisno statistiko v preglednici XIX. 
Preglednica XIX: Statistični podatki relativne DT (1/x) za polimorfizme gena IL1B rs16944, gena IL6 rs1800795 in gena 
TNF rs1800629 
Vrednosti N (%; N = 150) Povprečje DT (1/x) SD 
Gen IL1B rs16944 
GG 43,3 % 1,1865 0,2624 
AG + AA 56,7 % 1,2742 0,2802 
Gen IL6 rs1800795 
GG 37,3 % 1,2433 0,2938 
CG + CC 62,7 % 1,2320 0,2651 
Gen TNF rs18006291 
GG 77,7 % 1,2198 0,2823 
GA + AA 22,3 % 1,2856 0,2535 
1 Število vseh bolnikov: 148 
Rezultate linearne regresije za vsako spremenljivko posebej smo prikazali v preglednici XX. 
Preglednica XX: Rezultati linearne regresije: vpliv polimorfizmov gena IL1B rs16944, gena IL6 rs1800795 in gena TNF 
rs1800629 na DT 
 R R2 B vrednost β vrednost t p-
vrednost 
IL1B rs16944 0,159 0,025 0,088 0,159 1,953 0,053 
IL6 rs1800795 0,020 0,000 -0,011 -0,020 -0,244 0,808 
TNF rs1800629 0,099 0,010 0,066 0,099 1,206 0,230 
 
V naši raziskavi povezanosti med polimorfizmom IL1B rs16944 in DT pri sladkornih 
bolnikih tipa 2 nismo odkrili (p = 0,053), kljub temu da so imeli nosilci vsaj enega 
polimorfnega alela nekoliko višje vrednosti DT (1/x). Prav tako pri teh osebah nismo našli 
povezave med polimorfizmom IL6 rs1800795 in DT (p = 0,808) ter med polimorfizmom 
TNF rs1800629 in DT (p = 0,230). 
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Analizo smo izvedli tudi s prilagoditvijo na naslednje spremenljivke: starost, trajanje SB, 
spol, zdravljenje s statini ter celokupni holesterol – skupini. Rezultati so prikazani v 
preglednici XXI. 
Preglednica XXI: Rezultati linearne regresije: vpliv na DT s prilagoditvijo na starost, spol, zdravljenje s statini in celokupni 
holesterol – skupini 
 R R2 B vrednost β vrednost t p-
vrednost 
IL1B rs16944 0,223 0,050 0,089 0,161 1,954 0,053 
IL6 rs1800795 0,158 0,025 -0,010 -0,018 -0,213 0,832 
TNF rs1800629 0,182 0,033 0,061 0,093 1,063 0,290 
 
Tudi s prilagoditvijo povezave med polimorfizmom IL1B rs16944 in DT pri sladkornih 
bolnikih tipa 2 nismo odkrili (p = 0,053). Prav tako nismo našli povezave med 
polimorfizmom IL6 rs1800795 in DT (p = 0,832) ter med polimorfizmom TNF rs1800629 




Dislipidemija in prisotnost določenih polimorfizmov bi lahko pri bolnikih s SB2 zaradi 
povečanega oksidativnega stresa oz. vnetja spodbudila krajšanje telomerov. S pridobivanjem 
podatkov iz zdravstvene dokumentacije bolnikov, z določanjem DT z modificirano 
Cawthonovo monokromatsko multipleks metodo qPCR, določanjem izbranih 
polimorfizmov s kompetitivno alelno-specifično metodo PCR ter statistično analizo 
podatkov smo prišli do zaključkov, da lipidni status in izbrani polimorfizmi provnetnih 
genov IL1B, IL6 in TNF niso povezani z DT pri bolnikih s SB2.  
5.1 POVEZAVA MED RELATIVNO DT IN STAROSTJO, TRAJANJEM SB, SPOLOM 
OZ. ZDRAVLJENJEM S STATINI 
V naši raziskavi nismo ugotovili povezave med DT in starostjo (p = 0,410) pri bolnikih s 
SB2. V različnih raziskavah so pokazali povezanost med DT in starostjo. Krajše telomere so 
imele starejše osebe, vendar je bila povezanost odvisna od starostnega obsega populacije 
(74). Povezave med DT in starostjo so bile dokazane pri 203 osebah, starih 54 do 58 let (73) 
2509 kavkazijskih moških in ženskah brez vidne srčno-žilne bolezni, starih 35 do55 let (75), 
1742 kavkazijci in 711 Afroameričani, starih med 19 in 93 let (76). Naši preiskovanci so po 
starosti vsi bili v srednji življenjski dobi. Zato lahko sklepamo, da je pri tako majhnih 
razlikah v starosti preiskovancev, bil naš vzorec premajhen, da bi laho zaznali vpliv starosti 
na DT. 
Eden pomembnih dejavnikov, ki bi lahko vplival na DT, je tudi trajanje SB, vendar v naši 
raziskavi povezave med relativno DT in trajanjem SB nismo ugotovili (p = 0,486). SB 
prispeva k povečanemu oksidativnemu stresu ter vnetju, oba dejavnika pa bi z 
dolgotrajnejšim delovanjem lahko vplivala na krajše DT. Pospešeno krajšanje telomerov so 
s trajanjem SB2 sicer že povezali pri moških preiskovancih (57,62). Slednja raziskava je 
temeljila na primerjavi DT med skupinami s 93 moškimi s trajanjem SB2 deset let ali več, 
96 moškimi s trajanjem SB2 manj kot eno leto ter 98 zdravimi moškimi primerljive starosti 
(53,9 ± 6 let). Najkrajše telomere so odkrili pri skupini bolnikov s trajanjem SB2 deset let 
ali več v primerjavi z drugima dvema skupinama (62).  
Z našo raziskavo prav tako nismo dokazali povezave med DT in spolom pri bolnikih s SB2 
(p = 0,296). Raziskave sicer kažejo, da naj bi bili telomeri pri ženskah v povprečju daljši kot 
pri moških. Na daljšo DT pri ženskah bi lahko vplivala estrogen, ki stimulira aktivnost 
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telomeraze ter zmanjšuje ROS, in kompenzacija morebitnih napak na drugem X kromosomu 
itd., vendar so z eno izmed meta analiz (77) pokazali, da lahko razlog v razlikah tiči tudi v 
merilni metodi. Moč testa je bila namreč pri različnih raziskavah različna glede na merilno 
metodo. Daljše telomere so ženske napram moškim imele pri analizi restikcijskih 
fragmentov po prenosu po Southernu,  ne pa pri qPCR in pretočni fluorescenčni in situ 
hibridizaciji (77). Tako bi lahko na naš rezultat vplivala tudi izbira metode. 
Na DT bi lahko vplivalo tudi zdravljenje s statini. To je skupina zdravil, ki inhibirajo encim 
3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA-reduktazo in s tem blokirajo biosintezo holesterola ter 
posledično zmanjšajo LDL holesterol v obtoku (79). V magistrski nalogi nismo ugotovili 
statistično značilne povezave med DT in zdravljenjem s statini (p = 0,800). V eni izmed 
kliničnih raziskav z 230 posamezniki (78) so pokazali, da je DT daljša pri bolnikih, ki se 
zdravijo s statini, kot pri tistih, ki se ne. Dokazali so tudi, da se zdravljenim bolnikom s 
staranjem počasneje krajšajo telomeri kot nezdravljenim (78). Na DT bi lahko vplivalo 
povečanje telomerazne aktivnosti, na katero vplivajo atorvastatini v človeških in mišjih 
limfocitih T (80,78). Na drugi strani pa v presečni raziskavi z večjim številom preiskovancev 
(81) povezave med zdravljenjem s statini (atorvastatin, cerivastatin, fluvastatin, lovastatin, 
pravastatin in simvastati) in DT niso dokazali. Pri tem tudi trajanje zdravljenja ni vplivalo 
na DT (81). Meta analiza, ki je proučevala vpliv zdravljenja s statini na DT in telomerazno 
aktivnost, je pokazala, da statini ne vplivajo na DT (82). Ker je imela raziskava določene 
omejitve, menijo, da so za natančnejšo določitev vpliva potrebne nadaljnje analize. Vpliv 
statinov na telomerazno aktivnost so z raziskavo potrdili (82). Na to, da v naši raziskavi 
nismo dokazali povezave DT z zdravljenjem s statini, bi lahko vplivala premajhna ter preveč 
neenotna skupina bolnikov. Za bolnike namreč nimamo podatka o tem, kdaj se 
hiperholesterolemija pričela ter koliko časa se zdravijo s statini. 
5.2 POVEZAVA LIPIDNEGA STATUSA Z RELATIVNO DT PRI BOLNIKIH S SB2 
Dosedanje raziskave kažejo različne izsledke glede vpliva lipidnega statusa na DT. V eni od 
raziskav, kjer so primerjali DT in dejavnike tveganja za razvoj srčno-žilnih obolenj pri 
zdravih posameznikih v treh različnih starostnih skupinah, t. j. 35 do 50 let, 51 do 62 let in 
63 do 74 let, so povezali vpliv LDL holesterola na DT le pri skupini ljudi, starih 63 do 74 let 
(83). V raziskavi južnih Azijcev s SB2 starih 45 do 60 let so ugotovili, da je DT obratno 
povezan s koncentracijo TCG in celokupnim holesterolom pri moških, a ne pri ženskah (84).  
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Ugotavljali smo ali je DT povezana s tem, ali ima bolnik s SB2 povišane ali normalne 
vrednosti celokupnega holesterola. Povezave med tema spremenljivkama ni bilo (p = 0,619). 
Prav tako povezave nismo dokazali, ko smo statistično analizo prilagodili na spremenljivke, 
ki bi lahko dodatno vplivale na DT, t. j. starost, spol, trajanje SB ter zdravljenje s statini (p 
= 0,656). Povišane vrednosti holesterola vodijo v povečanje zaloge holesterola (85), pri 
čemer se spremeni struktura membranskih splavov. Zunajcelični prosti holesterol se lahko 
neposredno vgradi v celično membrano (79) ter spremeni njene lastnosti, kar lahko poveča 
uhajanje ROS iz mitohondrijskega elektronskega sistema ali aktivira NADPH oksidaze (85). 
Poleg tega lahko hiperholesterolemija inaktivira endotelijsko sprožilno sintazo dušikovega 
oksida ter tako zmanjša tvorbo dušikovega oksida, kar ima velik vpliv na ROS metabolizem 
(79). Zaradi prisotnosti radikalov pride do peroksidacije lipidov v celični membrani, kar 
spodbuja nadaljnjo tvorbo novih radikalov (85). Oksidativni stres pa povzroča krajšanje 
telomerov. Poleg tega prihaja pri akumulaciji presežnega holesterola znotraj arterij tudi do 
povečane tvorbe provnetnih citokinov in s tem vnetja (86). Vendar z našo raziskavo 
povezave DT in povišanimi oz. normalnimi vrednostmi celokupnega holesterola nismo 
dokazali. Veliko bolnikov z normalnim celokupnim holesterolom se je zdravilo s statini, 
zdravili, ki znižujejo LDL holesterol (s tem tudi celokupnega) (15). Ker bi lahko ta zdravila 
vplivala na DT ter so se bolniki, ki prejemajo statine, klinično razlikovali od tistih, ki jih ne, 
smo jih v statistični analizi upoštevali kot dodaten dejavnik vpliva. V raziskavi bi bilo 
smiselno upoštevati tudi trajanje zdravljenja s statini ter trajanje hiperholesterolemije, 
vendar teh podatkov nismo imeli. Osebo, ki ima povišane vrednosti holesterola že nekaj let 
in je začela nedavno z zdravljenjem, smo lahko zaradi enake koncentracije holesterola v 
serumu ob odvzemu vzorcev za raziskavo umestili v isto skupino kot osebo, ki je začela z 
zdravljenjem takoj po pričetku hiperholesterolemije. Taki osebi bi lahko imeli različno DT, 
zato bi bilo morda smiselno izvesti longitudinalno raziskavo ter primerjati hitrost krajšanja 
DT med bolniki s povišanimi vrednostmi holesterola in bolniki z normalnimi vrednostmi 
holesterola v daljšem časovnem obdobju. 
V naši raziskavi prav tako nismo odkrili povezave med DT in povišanimi oz. normalnimi 
vrednostmi LDL holesterola (p = 0,058). Povezave med njima ni bilo tudi po prilagoditvi na 
starost, spol, trajanje SB in zdravljenje s statini (p = 0,079). Povišane vrednosti LDL 
holesterola predstavljajo večje tveganje za razvoj aterosklerotičnih srčno-žilnih dogodkov 
(87). Pri tem je večje tudi tveganje za oksidacijo LDL delcev. Na pospešeno oksidacijo LDL 
bi lahko vplivalo tudi vnetje, ki ga povzroča SB, saj se zmanjša sposobnost HDL, da prepreči 
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oksidacijo LDL. Poleg tega so prizadeti tudi posamezni koraki v povratnem transportu 
holesterola (88). Oksidiran LDL je aterogen delec (87) in sproža senescenco endotelnih 
predhodniških celic, ki povečano tvorijo ROS, aktivirajo NF-κβ in povečano izražajo 
NADPH oksidaze. Slednje so zasledili tudi pri makrofagih, katerim so z oksidiranim LDL 
sprožili senescenco (89). Oksidiran LDL vpliva tudi na povečano sproščanje vnetnih 
modulatorjev (20). V naši raziskavi kljub povečanemu oksidativnemu stresu in vnetju pri 
povišanih vrednostih LDL holesterola, povezave med DT in povišanimi/normalnimi 
vrednostmi LDL holesterola pri bolnikih s SB2 nismo zaznali. Žal prisotnosti malih gostih 
LDL nismo mogli preveriti, saj ti podatki niso bili na voljo. V prihodnje bi bilo smiselno 
vključiti v raziskavo tudi ta dejavnik, saj lahko mali gosti LDL povečajo oksidativni stres. 
Ti delci imajo po eni strani zmanjšano odpornost na oksidativni stres ter so tako precej 
dovzetni za oksidacije, po drugi pa imajo zmanjšano afiniteto do LDL receptorja ter 
podaljšano razpolovno dobo v krvnem obtoku. Mali gosti LDL zaradi teh lastnosti lažje 
vstopajo v arterijsko steno ter spodbujajo aterosklerozo (90). Tako bi lahko imela oseba 
normalne vrednosti LDL holesterola ter v krvi povečano koncentracijo malih gostih LDL 
delcev, kar kljub vsemu spodbuja oksidativni stres ter krajša telomere. 
Z uporabo linearne regresije smo preverili povezavo med bolniki z normalnimi ter znižanimi 
vrednostmi HDL holesterola v DT, vendar povezave nismo zaznali (p = 0,884). Povezave ni 
bilo tudi po prilagoditvi na starost, spol, trajanje SB in zdravljenje s statini (p = 0,832). HDL 
delci delujejo protivnetno z uravnavanjem T celične aktivacije, nastajanja večjega števila 
celic Treg (91) in spodbujanjem tvorbe protivnetnih M2 makrofagov. Poleg tega HDL zavira 
izločanje različnih provnetnih mediatorjev, saj z vezavo na LPS ter destabilizacijo 
membranskih splavov in s tem zmanjšanim nastajanjem receptorskih kompleksov za LPS, 
preprečuje njegovo delovanje (92). HDL ima tudi antioksidativne lastnosti. LDL se oksidira 
v arterijski steni, pri čemer prihaja do akumulacije lipidne hidroperoksidaze. HDL jo inhibira 
in s tem preprečuje tvorbo oksidiranega LDL. HDL zavira poškodbo mitohondrijev, ki lahko 
nastane zaradi povečane tvorbe ROS ob prisotnosti oksidiranega LDL (92). V raziskavah pri 
bolnikih s SB2 so odkrili zmanjšane antioksidativne lastnosti HDL. Poleg tega pa naj bi se 
značilno zmanjšala sposobnost HDL pri zaviranju vnetnih signalov (93). Tako naj bi HDL 
pri SB2 imel manjši zaščitni vpliv pred aterosklerozo kot pri kontrolni skupini brez SB2 
(94). Poleg tega so pri SB2 poročali o tvorbi malih gostih HDL delcev, ki imajo pospešen 
očistek ter spremenjeno lipidno sestavo. Slednja destabilizira apoA-I, kar vpliva na 
delovanje HDL delca. Spremembe se lahko pojavijo tudi zaradi drugačnega izražanja genov 
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in aktivnosti encimov, ki metabolizirajo HDL ter zaradi glikacije in oksidacije s HDL 
povezanih proteinov (93). V eni izmed raziskav (95) so pri zdravih posameznikih odkrili 
pozitivno povezavo med DT in HDL holesterolom, med tem ko te povezave pri SB bolnikih 
niso ugotovili (95). Slednjo ugotovitev so povezali z raziskavami, ki ugotavljajo, da je 
funkcija HDL holesterola v patoloških stanjih (SB, koronarna arterijska bolezen, 
hipertenzija) abnormalna (95,96).  
Preverili smo povezavo v DT tudi med bolniki s povišano koncentracijo TCG in tistimi z 
normalno koncentracijo TCG. V naši raziskavi povezave nismo zaznali (p = 0,303), prav 
tako je ni bilo po prilagoditvi analize na starost, spol, trajanje SB ter zdravljenje s statini (p 
= 0,227). TCG bogati lipoproteini, kot so hilomikroni, lipoproteini zelo nizke gostote ter 
njihovi ostanki, povečujejo tvorbo ROS ter zmanjšujejo sproščanje dušikovega oksida (97). 
Poleg tega lipoproteini zelo nizke gostote vplivajo na vnetje in razvoj ateroskleroze s tem, 
da preko mehanizmov signaliziranja preko apoC-III aktivirajo TLR 2, kateremu sledi 
aktivacija NF-κβ. Slednja vodi v povečanje števila adhezijskih molekul žilnih celic, ki 
pripomorejo k vezavi monocitov na endotelne celice, in potovanje monocitov v subendotelni 
prostor (91). V naši raziskavi, kljub povečanemu oksidativnemu stresu in vnetju ob 
hipertrigliceridemijah, povezave med DT in povišanimi/normalnimi vrednostmi TCG pri 
bolnikih s SB2 nismo odkrili. 
5.3 POVEZAVA IZBRANIH POLIMORFIZMOV PROVNETNIH GENOV Z RELATIVNO 
DT 
Pri vseh stopnjah nastajanja aterosklerotičnih plakov ima ključno vlogo vnetje, ki povzroča 
disfunkcijo endotelija. Vnetje pri tem deluje na različne imunske celice, prekomerno tvorbo 
provnetnih citokinov (IL-6, CRP, TNF itd.) oz. drugih vnetnih molekul ter povečano 
nastajanje ROS, povečano oksidacijo LDL holesterola in zmanjšanje ravni zaščitnega 
dušikovega oksida. Širjenje plakov povzroča nezdrav življenjski slog, ki vključuje kajenje 
in nezdravo prehranjevanje, prisotnost hiperholesterolemije, hipertenzije itd. (88). 
Z linearno regresijo smo ugotavljali povezavo med DT in polimorfizmom IL1B rs16944 pri 
bolnikih s SB2, vendar povezave med njima ni bilo (p = 0,053). Te ni bilo niti po prilagoditvi 
na starost, spol, trajanje SB, zdravljenje s statini in prisotnost povišanih/normalnih vrednosti 
celokupnega holesterola (p = 0,053). IL-1β proizvajajo aktivirani makrofagi kot proprotein, 
ki se s pomočjo kaspaze 1 (29), ki jo aktivira NLRP3 inflamasom (31,32) ter se razcepi v 
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njegovo aktivno obliko (29). Inflamasom NLRP3 lahko aktivirajo kristali holesterola pri 
aterogenezi, kot tudi glukoza, maščobne kisline in amiloidni polipeptidi otočkov pri SB2 
(32). Tako kopičenje lipidov, tvorba oksidiranega LDL in holesterola ter povečan oksidativni 
stres pri bolnikih s SB2 sprožijo aktivacijo NLRP3 (11). S povišanjem holesterola prihaja 
do premestitev razdelkov znotraj splava v celicah, kar vpliva na tvorbo ROS. V endosomih 
se poleg nastajanja ROS v odvisnosti od NADPH oksidaze odvija tudi vnetje (79). Ob tem 
nastaja tudi aktiven citokin IL-1β, ki je pomemben posrednik pri vnetnem odzivu in je 
vključen v celično proliferacijo, diferenciacijo in apoptozo (29). Raziskava je pokazala, da 
stimulacija IL-1β spodbuja endocitozo receptorja IL-1 ter s tem proizvodnjo ROS, odvisno 
od NADPH oksidaze, kar vodi v aktivacijo IKK in NF-κβ (79,98). Genotip IL1B rs16944 
GG naj bi imel najvišji nivo genskega prepisa IL-1β v primerjavi z genotipoma GA in AA 
pri bolnikih s SB2 (30). Tako bi s povečanim nastajanjem ROS in prisotnostjo vnetja lahko 
prišlo do pospešenega krajšanja telomerov, vendar v naši raziskavi pri bolnikih s SB2 
statistično značilne povezave med DT in IL1B rs16944 nismo odkrili. 
Analizirali smo tudi povezavo med DT in polimorfizmom IL6 rs1800795 pri bolnikih s SB2. 
Povezave med njima nismo zaznali (p = 0,808). Prav tako povezave ni bilo prisotne, ko smo 
analizo prilagodili na starost, spol, trajanje SB, zdravljenje s statini in prisotnost 
povišanih/normalnih vrednosti celokupnega holesterola (p = 0,832). IL-6 nastaja pod 
vnetnimi pogoji, kot je stimulacija celic z IL-1 ali TNF oz. stimulacija TLR z LPS (37). Tako 
so odkrili 10-40 krat večje izražanje IL-6 mRNA v aterosklerotičnih plakih kot v žilju, ki ni 
aterosklerotično (99). Kot smo že omenili v uvodu, je IL-6 pleiotropen citokin, ki izkazuje 
tako provnetne kot tudi protivnetne lastnosti. Po eni strani IL-6 spodbuja dejavnike, ki so 
pomembni pri razvoju srčno-žilnih bolezni, kot so aktivacija endotelnih celic, protromboza 
in pospeševanje proliferacije gladkih mišic ter kopičenje lipidov v makrofagih. Po drugi 
strani pa IL-6 povzročajo tudi ugodne učinke. Takšna primera sta povečano izražanje 
prenašalca ATP vezavne kasete A1, ki sodeluje pri iztoku lipidov iz makrofaga, ter zaviranje 
drugih provnetnih citokinov (TNF-α in IL-1) (100). Odkrili so tudi, da IL-6 vpliva na 
zniževanje serumske koncentracije celokupnega holesterola in TCG (101). Visoke vrednosti 
IL-6 so poleg tega povezali z nizkimi vrednostmi HDL ter prisotnostjo Lp(a) delcev (100). 
Čeprav naj bi vnetje vplivalo na krajšanje telomerov, pa so nekateri interlevkini, med drugim 
IL-6, pokazali povečano aktivnost telomeraze in vitro, kar bi lahko vplivalo na vzdrževanje 
DT. Na drugi strani pa so v različnih raziskavah IL-6 povezali s skrajšanimi DT (67). Pri 
osebah, ki imajo alel G so odkrili višje koncentracije IL-6 kot pri tistih z alelom C (39). 
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Vendar ne pri vseh, pri drugih so namreč povezali višje koncentracije IL-6 tudi z alelom C 
(102) ali pa povezave med genotipom in IL-6 sploh niso odkrili (103). V naši raziskavi 
povezave med DT in IL6 rs1800795 nismo odkrili. Na polimorfizem bi lahko vplivali tudi 
okoljski dejavniki in življenjski slog, kot je prehrana (43), ki je v naši raziskavi nismo 
upoštevali. Da bi bolje opredelili povezanost genotipa z DT pri bolnikih s SB2, bi bilo morda 
smiselno izmeriti tudi koncentracijo IL-6 v krvi, saj ni popolnoma jasno, ali povečana 
proizvodnja IL-6 vzdržuje ali krajša telomere ter kako genotip vpliva na koncentracijo IL-6. 
Žal vzorci seruma bolnikov, ki smo jih vključili v raziskavo, niso bili na voljo, da bi to lahko 
preverili.  
V naši raziskavi smo ugotavljali, ali obstaja povezava med DT in polimorfizmom TNF 
rs1800629, vendar povezave nismo odkrili (p = 0,230). Povezave prav tako ni bilo prisotne 
po prilagodili na starost, spol, trajanje SB, zdravljenje s statini in prisotnost 
povišanih/normalnih vrednosti celokupnega holesterola (p = 0,290). TNF-α povečuje tako 
oksidativni stres kot vnetje. Na membranskih splavih TNF-α poveča tvorbo ROS, tako da 
premakne p47phox regulatorno podenoto NADPH oksidaze nanje ter sproži aktivacijo in 
fosforilacijo endotelijske sintaze dušikovega oksida. Nastajanje tako superoksida kot 
dušikovega oksida v tem predelu vodi v tvorbo peroksinitrita (79,104). Tako lahko TNF-α 
preko nastajanja ROS sproži vnetje (44). Ta proces lahko spremeni nativni LDL v oksidirani 
LDL, kar pripomore k aktivaciji NF-κβ (38). Provnetni citokin TNF-α so povezali s 
krajšanjem telomerov z izgubo in fuzijami telomerov (28) ter z zmanjšanjem ravni izražanja 
telomeraze (66). Pri polimorfizmu rs1800629 so alel A povezali z večjo ravnijo izražanja 
TNF (45), kar pomeni, da bi pri tem alelu, ki spodbuja izražanje TNF-α, prišlo do 
obsežnejšega krajšanja telomerov kot pri nosilcu drugega alela. V raziskavi (49), kjer so 
primerjali poškodbo DNA pri debelih ženskah z genotipom GG z genotipoma AA in GA ter 
pri ženskah z normalno telesno maso, so ugotovili, da je imela prisotnost alela A pri slednjih 
zaščitno protivnetno vlogo. Med debelimi ženskami so imele nosilke alela A ter homozigoti 
GG enako poškodovano DNA (49). Leta 2016 so naredili raziskavo, kjer so primerjali 
relativno DT ter CRP visoke občutljivosti pri rs1800629 pri tistih bolnikih s koronarno srčno 
boleznijo, ki imajo GG in tistih, ki imajo genotip GA in AA. Osebe z genotipom GG so 
imele krajše telomere ter višji CRP visoke občutljivosti kot nosilci alela A. Pri osebah z 
genotipom GG s kratkimi telomerami so našli povečano izražanje NCF1 in NOX1 genov, ki 
kodirajo podenote NADPH oksidaze (28). V naši raziskavi povezave med DT in TNF 
rs1800629 pri bolnikih s SB2 nismo odkrili. Menimo, da bi bilo smiselno pri teh bolnikih 
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preveriti tudi koncentracijo TNF-α v krvi, saj si raziskave glede vpliva genotipov na 
koncentracije TNF-α niso popolnoma enotne. 
Za primerjavo relativne DT s polimorfizmi pri bolnikih s SB2 bi bilo smiselno preveriti vsaj 
še koncentracijo CRP, da bi določili obseg vnetja ter s tem ocenili povezavo vnetja z DT. 
Tega pa v sklopu te raziskave ni bilo mogoče izvesti, ker vzorci seruma bolnikov, ki smo jih 
vključili v raziskavo, niso bili na voljo. 
5.4 VPLIV UPORABLJENE METODE NA REZULTATE DOLOČANJA DOLŽINE 
TELOMEROV 
Vzorci so bili nekaj let hranjeni, zato smo najprej preverili kvaliteto DNA vzorcev z najnižjo 
koncentracijo DNA. Nizke koncentracije DNA v vzorcu so težavne zaradi možnosti vezave 
DNA na plastične mikrocentrifugirke med hrambo (105). Poleg tega lahko na razgradnjo 
DNA vplivajo oksidativne poškodbe, ki jih povzročajo kovinski ioni (106). V kolikor bi bila 
DNA razgrajena, bi lahko prišlo do velike netočnosti pri meritvi koncentracije DNA z 
metodo qPCR (107) in s tem pri nadaljnjem določanju DT. 
Za merjenje DT smo uporabili metodo qPCR. Le ta je zaradi nizke cene analize, visoke 
zmogljivosti in majhne količine DNA, ki jo zahteva za analizo, idealna metoda za 
epidemiološke raziskave. Ima pa tudi nekaj slabosti, saj meri le povprečno DT, zaradi 
pomanjkanja dobrih referenčnih standardov je merjenje absolutne DT težavno in njen 
koeficient variacije je višji od 2 % (108), običajno med 2 in 28 %. V našem primeru smo 
uporabili monokromatski multipleks metodo qPCR, ki ima koeficient variacije nekoliko 
nižji. Slednji naj bi bil približno 4 % znotraj enega testiranja, med testiranji pa 5 % 
(109).Problem visokega koeficienta variacije je, da prihaja do zmanjševanja moči testa, 
čemur se izognemo z večanjem števila enot v posamezni skupini (108). Poleg tega na 
variacijo v DT vplivajo različni dejavniki, kar pomeni, da potrebujemo za analizo večje 
število ljudi, da izničimo vpliv drugih dejavnikov ter odkrijemo potencialno povezavo med 




V magistrski nalogi smo ugotavljali povezanost lipidnega statusa in polimorfizmov 
provnetnih genov z dolžino telomerov pri bolnikih s sladkorno boleznijo tipa 2. Žal 
postavljenih hipotez, da je lipidni status povezan z dolžino telomerov pri bolnikih s 
sladkorno boleznijo tipa 2 in da so polimorfizmi IL1B rs16944, IL6 rs1800795 in TNF 
rs1800629 povezani s pospešenim krajšanjem telomerov pri bolnikih s sladkorno boleznijo 
tipa 2, nismo uspeli potrditi. 
Za dokončno pojasnitev zastavljenega raziskovalnega problema bi bile potrebne nadaljnje 
raziskave. Pri tem bi bilo pomembno pridobiti nekatere dodatne klinične in laboratorijske 
podatke, ki žal za našo raziskavo niso bili na voljo: 
• Za ugotavljenje vpliva lipidnega statusa na dolžino telomerov bi bilo potrebno 
upoštevati trajanje dislipidemij ter trajanje zdravljenja bolnikov s statini. 
• Pri ugotavljanju povezave med lipidnim statusom in dolžino telomerov bi lahko 
izmerili število delcev z apolipoproteinom B, ki boljše ocenijo koncentracijo 
prisotnih aterogenih delcev (111).  
• Za oceno vpliva polimorfizmov na dolžino telomerov bi bilo potrebno izmeriti tudi 
koncentracije C-reaktivnega proteina, da bi lahko pri bolnikih ocenili vnetno stanje. 
• Poleg tega bi bilo za oceno vpliva polimorfizmov na dolžino telomerov potrebno 
izmeriti tudi koncentracije tumorje nekrotizirajočega faktorja α ter interlevkina 6, saj 
si literatura ni enotna glede povezave posameznega genotipa s količino izraženega 
tumorje nekrotizirajočega faktorja α ter interlevkina 6.  
• Raziskavo bi bilo potrebno izvesti na večjem številu bolnikov, s katerimi bi izničili 
vpliv različnih možnih dejavnikov (tudi variabilnosti v metodi določanja dolžine 
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